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IL-KUMMISSJONI
L-GHAXAR DIRETTIVA TAL-KUMMISSJONI
tal-25 ta’ Lulju 1984
litistabilixxi metodi tal-Komunita ghall-analizi ghall-kontroll uffigjali tat-tgham

(84/425/KEE)

IL-KUMMISSJONI TAL-KOMUNITAJIET EWROPE],

Wara li kkunsidrat it-Trattat li jwaqqaf il-Komunita Ekonomika
Ewropea,

Wara li kkunsidrat id-Direttiva tal-Kunsill 70/373/KEE tal-20 ta’
Lulju 1970 dwar l-introduzzjoni ta’ metodi tal-Komunita ta’ tehid
ta’ kampjuni u analizi ghall-kontroll uffi¢jali ta’ tgham (1), kif
emendat l-ahhar mill-Att ta’ Shubija tal-Grecja, u partikolarment
Artikolu 2 migjub fih,

Billi dik id-Direttiva tehtieg li I-kontroll uffi¢jali ta’ tgham ghall-
ghan ta’ l-ispezzjoni ta’ konformita mal-htigijiet taht
id-dispozizzjonijiet preskritti mill-ligi, regolament jew azzjoni
amministrattiva li tikkoncerna l-kwalita u l-komposizzjoni ta’
tgham jitwettaq permezz ta’ metodi tal-Komunita ta’ tehid u
analizi;

Billi d-Direttivi tal-Kummissjoni 71/250/KEE (2), 73/46/KEE (3),
74/203/KEE (¥), 75[84|KEE (5), 76/372/KEE (5) kif emendat
l-ahhar bid-Direttiva 81/680/KEE (), Direttivi 71/393/KEE (%),
72[199/KEE (°), 78/633/KEE (1), kif emendat mid-Direttiva
84/4/KEE (1), u d-Direttiva 81/715/KEE (12) diga waqqfu numru
ta’ metodi ta’ analizi tal-Komunita; billi 1-progress tax-xoghol
minn dak iz-zmien jaghti l-parir li jigi adottat metodu ¢did;
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Billi I-mizuri provvduti fdin id-Direttiva huma skond l-opinjoni
tal-Kumitat Permanenti ghat-Tgham,

ADOTTAT DIN ID-DIRETTIVA:

Artikolu 1

L-Istati Membri ghandhom jehtiegu li analizi ghal kontrolli
uffi¢jali ghat-tgham, rigward il-kontenut taghhom ta’ spiramycin
jistghu jitwettqu skond il-metodu deskritt fl-Anness.

Artikolu 2

L-Istati Membri ghandhom idahhlu fis-sehh il-ligijiet, regolamenti
jew  dispozizzjonijiet ~ amministrattivi  mehtiega  biex
jikkonformaw ma’ din id-Direttiva sa l-aktar tard it-30 ta’ Gunju
1985 u ghandhom jgharrfu bihom fil-pront lill-Komunita.

Artikolu 3

Din id-Direttiva hija indirizzata lill-Istati Membri.

Maghmula fi Brussel, fil-25 ta’ Lulju 1984.

Ghall-Kummissjoni
Poul DALSAGER

Membru tal-Kummissjoni
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STABBILIZZAZZJONI TA’ SPIRAMYCIN PERMEZZ TA’ DIFFUSION F AGAR MEDIUM

L-Ghan u s-skop

[I-metodu huwa ghall-istabilizzazzjoni ta’ spiramycin f tgham u t-tahlit propju (premixes). ll-limitu l-iktar baxx
ta’ stabbilizzazzjoni huwa 1 mg/kg (1 ppm) (*)

Il-pricipju

Il-kampjun huwa estratt permezz ta’ tahlita ta’ methanol/phosphate-bicarbonate buffer f pH 8.

L-estratt huwa dekantat jew centrifugat u mghammed. L-attivita antibijotika tieghu huwa stabbilit permezz
tal-kejl tad-diffusion f agar medium inokulat b” Micrococcus luteus. Diffusion huwa muri permezz tal-formazzjoni

ta’ Zoni ta’ inibizzjoni tal-mikro-organizmu. Id-dijametru ta’ dawn iz-zoni huwa mehud li huwa f proporzjon
diretta ghall-logarithm tal-koncentrazzjoni antibijotika fuq il-firxa ta’ koncentrazzjonijiet antibijotici wzati.

Mikro-organizmu: Micrococcus luteus ATCC 9341 (NCTC 8340, NCIB 8553)

Manutenzjoni ta’ stock culture

Inokula tubi li jikkontjenu slopes ta’ medju ta’ kultura (4.1) b’ Micrococcus luteus u poggi finkubatur ghal 24 siegha
f temperatura ta’ 30 °C. Ahzen il-kultura frefrigeratur ftemperatura ta’ madwar 4 °C. Erga inokula kull
gimaghtejn.

Preparazzjoni tas-sospensjoni batterika (%)

Ahsad dak li jitrabba’ minn agar slope li ghadu kemm gie preparat (3.1) b 2 sa 3 ml ta’ soluzzjoni ta’ klorur
tas-sodju (4.3). Uza din is-sospensjoni biex tinokula 250 ml ta’ culture medium (4.1) li jinstab f Roux flask u inkuba
ghal 18 sa 20 siegha f temperatura ta’ 30 °C.

Ahsad dak li jitrabba’ £ 25 ml ta’ soluzzjoni ta’ klorur tas-sodju (4.3) u hallat. Ghammed is-sospensjoni sa 1/10
b’ soluzzjoni ta’ klorur tas-sodju (4.3). It-trasmissjoni ta’ dawl tas-sospensjoni trid tkun ta’ madwar 75 %, mkejla
f 650 nm f cellola ta’ 1 ¢m kontra soluzzjoni ta’ klorur tas-sodju (4.3). Din is-sospensjoni tista tinzamm ghal
gimgha f temperatura ta’ madwar 4 °C.

Culture media u reagenti

Culture medium (*)

Meat peptone 6,0¢g
Tryptone 40¢g
Estratt tal-hmira 30¢g
Estratt tal-laham 15¢
Glukosju 10¢g
Agar 10,052 20,0 g
Ilma 1,000 ml

pH 6,5 sa 6,6 (wara sterilizzazzjoni

Medju ta’ assagg (°)

Tryptone 50¢g
Estratt tal-hmira 40g
Estratt tal-laham 30¢g
Agar 10,052 20,0 g
Ilma 1,000 ml

pH 8,0 (wara sterilizzazzjoni).

Bazi ta’ 1 mg spiramycin hija ekwivalenti ghal 3 200 unitajiet internazzjonali (UI).
Metodi ohra jistghu jintuzaw basta izda li gie stabbilit li jaghtu sospensjonijiet batterici simili.
Kull culture medium kummercjali ta” komposizzjoni simili u li jaghti l-istess rizultati jista’ jintuza.
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Soluzzjoni ta’ Rlorur tas-sodju 0,8 % (w/v)

Holl 8 g ta’ klorur tas-sodju fl-ilma u ghammed sa 1 00 ml; sterilizza.

Phosphate-bicarbonate buffer, pH 8,0

Dipotassium hydrogen phosphate K2HPO4 16,7 g
Potassium dihydrogen phosphate KH2PO4 05g
Sodium hydrogen carbonate Na HCO3 20,0¢g
IIma sa 1000 ml

Tahlita ta’ methanol-phosphate buffer (4.4)

50/50 (v/v).

Sustanza standard

Spiramycin ta’ attivita maghrufa (f UI).

Soluzzjonijiet standard

Holl kwantita mkejla b’ esattezza tas-sustanza standard (4.6) fit-tahlita (4.5) u ghammed bl-istess tahlita biex
tikseb soluzzjoni stock li tikkontjeni 1 000 Ul spiramycin kull millilitru. Meta mahzun f fjaskun maghluq b’ tapp
f temperatura ta’ 4 °C din is-soluzzjoni hija stabbli sa hamest ijiem.

Minn din is-soluzzjoni ta’ stock ipprepara permezz ta’ tghammid successivi mat-tahlita (4.5) is-soluzzjonijiet li
gejjin:
s8 1 Ulfml
s4 05 Ul
s2 025  Ulml
S 0125 Ul

Preparazzjoni ta’ l-estratt u s-soluzzjonijiet ta’ l-assagg

Estrazzjoni

Izen kwantita tal-kampjun ta’ 20,0 g fil-kaz ta’ tgham, ta’ 1,0 sa 20,0 g ghat tahlit propju (premixes). Zid 100 ml
tat-tahlita (4.5) u hawwad ghal 30 minuta. I¢centrifuga jew iddekanta u ghammed is-soluzzjoni supernatant
mat-tahlita (4.5) biex tikseb l-ispiramycin mistenni £ kontenut ta’ 1 Ul/ml (= U8).

Ghal livelli mistennija ta’ spiramycin li huma aktar baxxi minn 2,5 mg/kg ta’ tgham l-estrazzjoni trid titwettaq
kif gej. Izen kwantita tal-kampjun ta’ 20,0 g. Zid 100 ml tat-tahlita (4.5) u hawwad ghal 30 minuta. Ié¢entrifuga
ghal ftit minuti, hu 50 ml tas-soluzzjoni supernatant u evapora ghal madwar 4 ml taht pressjoni mnaqgsa f
evaporatur rotary f temperatura li ma tagbizx 1-40 °C. Ghammed ir-residwu mat-tahlita (4.5) biex tikseb
kontenut mistenni ta’ spiramycin ta’ 1 Ul/ml (= U8).

Soluzzjonijiet ta’ assagg

Minn soluzzjoni U8 ipprepara soluzzjonijiet U4 (kontenut mistenni: 0,5 Ul/ml), U2 (kontenut Mistenni: 0,25
Ul/ml) u U1 (kontenut mistenni: 0,125 Ul/ml) permezz ta’ tghamid successiv (1 + 1) mat-tahlita (4.5).

Procedura ta’ l-assagg

Inokulazzjoni tal-medju ta’ l-assagg

Inokula I-medju ta’ l-assagg (4.2) bis-sospensjoni batterika (3.2) f temperatura ta’ madwar 50 °C. Permezz ta’
provi preliminari fuq plates b medju ta’ l-assagg (4.2) stabbilixxi I-kwantita ta’ sospensjoni batterika mehtiega
biex taghti z-zoni li huma l-akbar u l-aktar cari ta’ inibizzjoni bil-koncentrazzjonijiet varji ta’ spiramycin.



114

Tl-Gurnal Uffi¢jali ta’ [-Unjoni Ewropea

03/Vol. 6

7.2

7.3

0]

Preparazzjoni tal-plates

Diffusion mill-agar jitwettaq ' plates bl-erba koncentrazzjonijiet tas-soluzzjoni standard (S8, S4, S2, S1) u l-erba’
koncentrazzjonijiet tas-soluzzjoni ta’ l-assagg (U8, U4, U2, Ul). Dawn l-erba koncentrazzjonijiet ta’ estratt u
standard jinhtiegu li jitpoggew f kull plate. Ghal dan il-ghan, ghazel plates li huma kbar bizzejjed biex ihallu
mill-ingas tmien togbiet b dijametru ta’ 10 sa 13 mm u mhux inqas minn 30 mm bejn i¢-centri i jridu jsiru
fil-medju tal-agar. It-test jista jitwettaq fuq plates li jikkonsistu minn bicca hgieg b ¢irku ta’ l-aluminju jew
tal-plastik impoggija fuq, dijametru ta’ 200 mm u gholja 20 mm.

Ferra’ ghal gol plates kwantita tal-medju (4.2), inokulat kif spjegat f 7.1, biex tikseb saff ta’ hxuna ta’ madwar
2 mm (60 ml ghal plate ta’ dijametru 200 mm). Halliha toqghod f pozizzjoni livellata, tagqab it-togbiet u poggi
go fihom volumi mkejla bl-ezatt ta’ soluzzjonijiet ta’ assagg u standard (bejn 0,10 u 0,15 ml kull togba, skond
id-dijametru). Applika kull koncentrazzjoni mill-ingas erba darbiet biex kull stabbilizzazzjoni hija suggetta ghal
evalwazzjoni ta’ 32 zona ta’ inibizzjoni.

Inkubazzjoni

Poggi l-plates f inkubatur ghal 16 sa 18-l siegha f temperatura ta’ 30 + 2 °C.

Evalwazzjoni

Kejjel id-dijametru taz-zoni ta’ inibizzjoni sa’ l-eqreb 0,1 mm. Irrekordja I-kejl medju ghal kull koncentrazzjoni
fuq karta grafika semi-logarithmic u uri 1-logarithm tal-koncentrazzjonijiet rigward id-dijametri taz-zoni ta’
inibizzjoni. Pingi (plot) il-linji li joqghodu l-ahjar ta’ kemm is-soluzzjoni standard kif ukoll l-estratt, per ezempju
kif muri hawn taht.

Stabbilixxi I-punt “li joqghod l-ahjar” ghall-livell standard l-aktar baxx (SL) permezz tal-formula:

7s, +4s +s —2s
(@) SL = 1 2" %4 3
10

Stabbilixxi I-punt “li joqghod l-ahjar” ghall-livell standard l-aktar gholi (SH) permezz tal-

+4s +s —
7s8 4s4 S, 251

b) SH =
2 10

Bl-istess mod ikkalkula l-punti “li joqghodu l-ahja” r ghall-livell ta’ estratt l-aktar baxx (UL) u I-livell ta’ l-estratt
l-aktar gholi (UH) billi tissostitwixxi ul,u2, u4, u8 ghal s1, s2, s4, s8 fil-formuli li hawn fuq (*).

Irrekordja il-valuri kalkolati ta’ SL u SH fuq l-istess karta grafika u ghaggadhom biex jaghtu I- linja “li togghod
l-ahjar” ghas-soluzzjoni standard. Bl-istess mod irrekordja UL u UH u ghagqadhom biex jaghtu I-linja “li togghod
l-ahjar” ghall-estratt.

Fl-assenza ta’ xi interferenza il-linji ghandhom ikunu parallelli. Ghal ghanijiet aktar prattici il-linji jistghu ikunu
kunsidrati parallelli jekk il-valuri (SH — SL) u UH — UL) ma jkollhomx differenza ta’ aktar minn 10 % mill-valur
medju taghhom.

Jekk jinstab li I-linji mhumiex parallelli jew ul u s1 jew u8 u s8 jistghu jitnehhew u SL, SH, UL, UH kalkolati
permezz tal-metodu alternattiv, biex tikseb linji “li joqghodu l-ahjar” alternattivi:

@) SL = 551+252—s4jew 552+2s4—s8
6 6
5s,+2s,—s 5s,+2s,—s
, 4 2701, 3 47 %)
SH = ew
() . j .

u bl-istess mod ghal UL u UH. L-istess kriterji ta’ parallellizmu ghandhom jigu sodisfatti. Il-fatt li r-rizultat gie
kalkolat minn tlett livelli ghandu jigi notat fir-rapport finali.

L-ittri z-zghar “s” u “u” jirreferu ghad-dijametri taz-zoni ta’ inibizzjoni.
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Meta I-linji huma kkunsidrati bhala parallelli, ikkalkula I-logaritm tal-attivita relattiva (log A) permezz ta’ wahda
mill-formuli li gejjin, skond jekk intuzawx tliet jew erba’ livelli ghall-istima ta’ parallellizmu.

Ghal erba’ livelli

(u1+ u,tu,tu s, —sz—s4—sg)><0,602

(€) LogA =
U Fughs,Fs U —u, -8 =S,

Ghal tliet livelli

(u1+ u,+u,—s, —52—54)X0,401

(d LogA =
u+s,—u -s,
jew
@) Loga :(u2+u4+u8—sz—s4—s8)><0,401
Ugt sg—u,-s,

Attivita tal-estratt tal-kampjun = attivita ta’ l-istandard rilevanti x A

(Ug = Sgx A)
Jekk l-attivita relattiva tinstab li hija barra mill-firxa ta’ 0,5 sa 2,0, imbaghad irrepeti l-assagg b’ aggustamenti
xierqa lill-koncentrazzjonijiet ta’ l-estratt jew, jekk dan mhuwiex possibbli, lis-soluzzjonijiet standard. Meta
l-attivita relattiva ma tistax tasal sal-firxa mehtiega, kull rizultat miksub irid jitqies bhala approssimattiv u dan

irid jigi notat fir-rapport finali.

Meta l-linji jitgiesu bhal mhux parallelli, irrepeti l-istabbilizzazzjoni. Jekk xorta wahda parallellizmu ma jinkisibx,
l-istabbilizzazzjoni trid titqies bhala mhux sodisfacenti.

Aghti r-rizultat £ milligrammi ta’ bazi ta’ spiramycin kull kilogramma ta’ tgham.

9.  Repetibilita

Id-differenza bejn ir-rizultati ta’ zewg stabbilizzazzjonijiet parallelli mwettqa fuq l-istess kampjun permezz ta’
l-istess analista m’ ghandhiex tagbez:

— 2 mg/kg, f valur assolut, ghal kontenuti ta’ bazi ta’ spiramycin sa 10 mg/kg.
— 20 % relatata mal-valur l-aktar gholi ghal kontenuti ta’ 10 sa 25 mg/kg.
— 5 mg/kg, f valur assolut, ghal kontenuti ta’ 25 sa 50 mg/kg.

— 10 % relatata mal-valur l-aktar gholi ghal kontenuti | fuq minn 50 mg/kg.



