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13.4.1991 IL-GURNAL UFFICJALI TAL-KOMUNITAJIET EWROPE] L93/1

ID-DECIZJONI TAL-KUMMISJONI
ta’ 1-14 ta’ Frar 1991
Ii tistabbilixxi certi metodi ta’ analizi u kontroll ta’ halib mhux ipprocessat u halib trattat bis-shana

(91/180/KEE)

IL-KUMMISSJONI TAL-KOMUNITAJIET EWROPE],

Wara li kkunsidrat it-Trattat li jistabbilixxi I-Komunita Ekonomika
Ewropea,

Wara li kkunsidrat id-Direttiva tal-Kunsill 85/397KEE tal-5 ta’
Awwissu 1985 dwar is-sahha u l-problemi tas-sahha ta’ l-annimali
li jaffettwaw il-kummer¢ intra-Komunitarju fhalib trattat bis-
shana (1), kif l-ahhar emendata bid-Direttiva 89/662/KEE (2), u
b'mod partikolari I-Artikolu 10(2) taghha,

Billi 1-Artikolu 10(2) jipprovdi li l-Kummissjoni ghandha
tistabbilixxi metodi ta’ analizi u kontroll li ghandhom jigu uzati
biex jaghmlu monitoragg ta’ konformita ma’ standards li
ghandhom x’jagsmu ma halib mhux ipprocessat u halib trattat
bis-shana;

Billi huwa necessarju, ghal halib mhux ipprocessat, li jigu stabbi-
liti metodi b'mod partikolari biex jiddeterminaw il-kont tal-plates,
il-kont ta¢-¢celloli, il-punt tal-friza u l-prezenza ta’ antibijotici;

Billi huwa necessarju, ghal halib pasturizzat, li jigu stabbiliti
metodi b’'mod partikolari biex tigi determinata l-assenza ta’ pato-
genici, in-numru ta’ koliformi, il-kont tal-plates, l-assenza ta’ fos-
fati, il-prezenza ta’ perossidasju, l-assenza ta’ anitbijotici u l-punt
tal-friza;

Billi huwa necessarju, ghal halib sterilizzat u halib ta’ UHT
(temperatura ultra gholja), li jigu stabbiliti metodi inpartikolari
biex jigu determinati l-kont tal-plates u l-assenza ta’ antibijotici;

() GUL 226, ta'1-24.8.1985, p. 13.
() GUL 395, tat-30.12.1989, p. 13.

Billi ghal ragunijiet teknici, huwa opportun bhala l-ewwel pass li
jigu stabbiliti metodi ta’ referenza ta’ analizi u ta’ kontrolli biex tigi
asigurata konformita ma’ certi standards; billi huwa necessarju,
b'mod partikolari li jibqghu jigu ezaminati l-kondizzjonijiet li
tahthom metodi ta’ rutina, analitici u ta’ test ghandhom jigu appli-
kati; billi, fl-istennija tar-rizultati ta’ dan Il-ezami, hija
r-responsabbilta ta’ I-Istati Membri li jintuzaw metodi rutina
approprjati biex tigi assigurata komformita ma’ l-istandards stab-
biliti fid-Direttiva 85/397/KEE;

Billi d-determinazzjoni ta’ metodi ta’ referenza ta’ analizi u
kontroll tinkludi d-determinazzjoni tal-proceduri analiti¢i li
ghandhom jigu esegwiti u I-mod ta’ kif ghandhom jigu stabbiliti
l-kriterji ta’ precizjoni sabiex tigi assigurata interpretazzjoni
uniformi tar-rizultati;

Billi I-mizuri previsti fdin id-Decizjoni huma skond l-opinjoni tal-
Kumitat Veterinarju Permanenti,

ADDOTTAT DIN ID-DECIZJONI:

L-Artikolu 1
Il-proceduri ta’ referenza ghall-analizi u I-kontroll ta’ halib mhux
ipprocessat ghandhom ikunu dawn li gejjin:
— id-determinazzjoni tal-punt friza,

— l-enumerazzjoni ta’ mikro-organizmi — it-test tal-kont tal-
plates bi 30°C

— l-enumerazzjoni tac-celloli somatici,

— is-sejba ta’ antibijjoti¢i u sulfonamidi.
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L-Artikolu 2

Il-proceduri ta’ referenza ghall-analizi u l-kontroll ta’ halib pastu-
rizzat ghandhom ikunu dawn li gejjin:

— id-determinazzjoni tal-punt friza,
— id-determinazzjoni ta’ l-attivita tal-fosfati,
— id-determinazzjoni ta’ l-attivita perossida,

— l-enumerazzjoni ta’ mikro-organizmi — it-test tal-kont tal-
plates bi 30 °C,

— l-enumerazzjoni ta’ mikro-organizmi — it-test tal-kont tal-
plates b'21 °C,

— l-enumerazzjoni ta’ koliformi — il-kont tal-kolonji bi 30 °C,
— is-sejba ta’ antibijoti¢i u sulfonamidi,

— is-sejba ta’ mikro-organizmi patogenici,

L-Artikolu 3

I-proceduri ta’ referenza ghall-analizi u I-kontroll ta’ halib ta’ UHT
u halib sterilizzat ghandhom ikunu dawn li gejjin:

— l-enumerazzjoni ta’ mikro-organizmi
— it-test tal-kont tal-plates bi 30 °C,
— id-determinazzjoni tal-punt friza,

— is-sejba ta’ antibijoti¢i u sulfonamidi.

L-Artikolu 4
Il-proceduri ta’ referenza ghall-analizi u I-kontroll u I-kriterji ta’
precizjoni li ghandhom jigu applikati ghandhom jidhlu fis-sehh u
l-gbir ta’ kampjuni ghandu jigi mwettaq skond ir-regoli stabbiliti
fl-Anness 1.

L-Artikolu 5

Il-proceduri ta’ referenza ghall-analizi u I-kontroll imsemmija
fl-Artikoli 1, 2 u 3 huma stabbiliti fl-Anness 2.

L-Artikolu 6
Din id-Decizjoni ghandha tigi riezaminata qabel il-31 ta’

Dicembru 1992 sabiex tiehu kont ta’ zviluppi fit-taghrif xjentifiku
u tekniku.

L-Artikolu 7

Din id-Decizjoni hija indirizzata lill-Istati Membri.

Maghmula fi Brussel, fl-14 ta’ Frar 1991.

Ghall-Kummissjoni
Ray MAC SHARRY

Membru tal-Kummissjoni
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2.2.

3.1.

3.2

4.1.

4.2.

I DISPOZIZZJONIJIET GENERALI

Introduzzjoni
Huma deskritti dispozizzjonijiet generali fejn ghandhom x ‘jagsmu riagenti, taghmir, l-espressjoni tar-
rizultati, rapporti ta’ precizjoni u ta’ kontroll. L-awtoritajiet kompetenti ta’ I-Istati Membri u I-laboratorji

ta’ applikazzjoni inkarigati biex jichdu kampjuni u bil-kontroll tal-halib ghandhom jirrispettaw
id-dispozizzjonijiet generali.

Riagenti
IIma

Kull meta jissemma’ l-ilma ghal skopijiet ta’ soluzzjoni, diluzzjoni jew tlahlieh, l-ilma distillat, I-ilma
dionizzat jew l-ilma dimineralizzat ta’ mill-inqas purita ekwivalenti ghandu jintuza sakemm mhux spe-
cifikat mod ichor. Ghal skopijiet mikrobijologici ghandu jkun hieles minn sustanzi i jistghu jaffett-
waw jew jinfluwenzaw it-tkabbir ta” miko-organizmi taht kondizzjonijiet ta’ kontroll.

Kull meta ssir referenza ghal “soluzzjoni” jew “diluzzjoni” minghajr indikazzjoni ohra, tkun imfissra
“soluzzjoni fl-ilma” jew “diluzzjoni bl-ilma”.

Kimici

1I-Kimici kollha uzati ghandhom ikunu ta’ kwalita analitika ta’ riagenti rikonoxxuta sakemm mhux spe-
¢ifikat mod iehor.

Taghmir

Lista ta’ taghmir

[I-listi ta’ taghmir moghtija fil-proceduri differenti ta’ referenza jikkontjenu biss dawk l-oggetti b "uzu
specjalizzat u oggetti ghal specifikazzjoni partikolari.

Bilan¢ analitiku

Bilan¢ analitiku jfisser bilan¢ kapaci biex jizen b’ 0,1 mg.

Espressjoni tar-rizultati

Rizultati

Sakemm mhux specifikat mod iehor ir-rizultati msemmija fir-rapport analitiku ghandhom ikunu
l-valur aritmetiku medju ottenut minn zewg testijiet li jissodisfaw il-kriterju ta’ repetizzjoni (5.1)
msemmi ghal dak il-metodu. Jekk il-kriterju ta’ repetizzjoni mhuwiex issodisfat, allura t-test ghandu
jigi ripetut, jew ir-rizultat dikjarat invalidu.

Kalkolu tal-percentwali

Hlief meta specifikat mod iehor, ir-rizultat ghandu jigi kkalkulat bhala percentwali skond il-massa tal-
kampjun.

Kriterji ta’ precizjoni: ir-rata ta’ repetizzjoni u r-riproducibbilta
[l-kriterju ta’ precizjoni moghti f kull procedura hu definit kif gej:

Ir-rata ta’ repetizzjoni (r) hija l-valur li tahtu hija stabbilita d-differenza assoluta bejn zewg rizultati ta’
testijiet singoli ottenuti bl-istess proc¢edura fuq materjal identiku ta’ kontroll, taht l-istess kondizzjio-
nijiet (l-istess operatur, l-istess apparat, l-istess laboratorju, u intervall qasir ta’ Zzmien)

Ir-riproducibbilta (R) huwa l-valur li tahtu hija stabbilita d-differenza assoluta bejn zewg rizultati ta’
testijiet singoli ottenuti bl-istess procedura fuq materjal identiku ta’ kontroll, taht kondizzjionijiet dif-
ferenti (operaturi differenti, apparat differenti, laboratorji differenti, ufjew hin differenti).
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Sakemm mhux specifikat mod iehor il-valuri ghall-kriterji ta’ repetizzjoni u riproducibbilta moghtija
fil-klawzoli relevanti ta’ kull procedura jirrapprezentaw il-95 % ta’ l-intervalli tal-livell ta’ kunfidenza
kif definit mill-ISO 5725: it-tieni edizzjoni 1986. Huma kkalkolati mir-rizultati ta’ provi kollaborattivi
rikonoxxuti li kienu uzati biex jevalwaw il-procedura. Madanakollu, ghal ftit mill-procedura, provi kol-
laborattivi ma twettqux. F 'dan il-kaz il-valuri ta’ rata ta’ repetizzjoni u riproducibbilta kienu stmati.

I-provi u l-istudji kollaborattivi msemmija £'5.1.3 ghandhom jigu ppjanati u kondotti skond il-linji ta’
gwida internazzjonali.

Ir-rapport tat-test

Ir-rapport tat-test ghandu jispecifika I-metodu ta’ analizi uzat kif ukoll ir-rizultati ottenuti. B'zieda ma’
dan, ghandu jaghti kull dettal ta’ procedura uzata mhux specifikat fil-metodu ta’ analizi jew li mhuwiex
ta’ bilfors, kif ukoll kull ¢irkostanza ohra li setghet influwenzat ir-rizultati ottenuti. Ir-rapport tat-test
ghandu jaghti l-informazzjoni kollha necessarja ghall-identifikazzjoni kompleta tal-kampjun.
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3.1.

3.2.

4.1.

II.

KAMPJUNI TA ’* HALIB MHUX IPPROCESSAT U HALIB TRATTAT BIS-SHANA

L-iskop u l-qasam ta’ l-applikazzjoni

Din il-procedura tispecifika l-procedura ta’ referenza biex jittiehdu kampjuni ta’ halib mhux ipproces-
sat u halib trattat bis-shana. Il-proceduri biex jittichdu kampjuni u ghat-trasport u I-hazna tal-kampjuni
huma applikabbli ghal halib mhux ipprocessat minn kunsinni tal-produttur u ghal halib mhux ippro-
cessat u trattat bis-shana f 'tankijiet ta’ hazna u trasport.

I-proceduri moghtija f'2,4.4, 5 u 6 huma applikabbli biex jittiehdu kampjuni ta’ halib trattat bis-shana
u ghall-konsum dirett.

Generali

Kampjuni ta’ halib mhux ipprocessat u halib trattat bis-shana f 'bottijiet, tankijiet, ec¢ ghandhom jit-
tichdu minn operatur kapaci li kien kellu tahrig adattat qabel ma ha fuqu I-kontroll ta’ kampjuni tal-
halib.

Jekk ikkunsidrat approprjat l-awtoritajiet kompetenti jew il-laboratorju ta’ kontroll ghandhom jistru-
wixxu lill-persunal li jiehdu 1-kampjuni f ’tekniki ta’ stima sabiex jassiguraw li 1-kampjun hu rappre-
zentattiv ta’ u b ’konformita mal-lott kollu.

Jekk ikkunsidrat approprjat l-awtoritajiet kompetenti jew il-laboratorju li jiehdu I-kampjuni ghandhom
jistruwixxu lill-persunal ta’ l-istima dwar l-immarkar tal-kampjun sabiex jassiguraw l-identita mhux
ambigwa tal-kampjun.

Taghmir ta’ l-istima

Generali

It-taghmir ta’ l-istima ghandu jkun maghmul minn stainless steel, jew materjal xieraq ichor ta’ sahha ade-
gwata u ta’ kostruzzjoni xierqa ghall-iskop intiz (it-tahlit, l-istima ec¢). ¢ilindri u agitaturi biex ihalltu
I-likwidi f kontenituri ghandu jkollhom arja sufficjenti biex jipproducu tahlit adegwat tal-prodott,
imma minghajr ma jikkawzaw l-izvilupp ta’ toghma mrangta. Il-kuccaruni ghandu jkollhom manku
solidu ta’ tul bizzejjed li jkun jista’ jittiched kampjun minn kull fond tal-kontenitur. Il-kapacita tal-
kuccarun m "ghandhiex tkun inqas minn 50 ml.

II-Kontenituri u I-gheluq ta’ kampjuni ghandhom ikunu tal-hgieg, metalli adattati jew plastici.

[l-materjali li minnhom it-taghmir biex jittiehdu l-kampjuni (inkluzi kontenituri u gheluq) huma magh-
mula m 'ghandhomx jikkawzaw xi tibdil fil-kampjun li jista’ jaffettwa r-rizultati ta’ l-ezamijiet.
Is-superfici kollha tat-taghmir biex jittiehdu l-kampjuni u tal-kontenituri tal-kampjuni ghandhom
ikunu nodfa u niexfa, lixxi u hielsa minn xqugq, u I-kantunieri ghandhom ikunu tondi

It-taghmir biex jittiehdu kampjuni ghal ezami mikrobijologiku

It-taghmir biex jittiehdu l-kampjuni inkluzi I-kontenituri ghandhom, b 'zieda ghad-dispozizzjonijiet
moghtija fi 3.1, ikun sterili.

Jekk l-istess taghmir biex jittiehdu l-kampjuni hu uzat ghal kampjuni successivi, ghandu jitnaddaf u

jigi sterilizzat wara kull kampjun skond l-istruzzjonijiet jew il-htigiet stabbiliti mil-laboratorju ta’
kontroll jew mill-awtorita kompetenti u biex l-integrita tal-kampjuni successivi hija ppreservata.

It-teknika li biha jittiehdu l-kampjuni

Generali

Irrispettivament mit-testijiet li ghandhom jitwettqu il-halib ghandu jithallat sew hafna qabel l-istima, b
'mezz manwali jew mekkaniku.

II-kampjun ghandu jittiched immedjatament wara t-tahlit waqt li I-halib ikun ghadu agitat.

Meta diversi kampjuni ta’ halib fit-tankijiet jittiehdu fl-istess hin ghal testijiet differenti, il-kampjun ghal
ezami mikrobijologiku ghandu jittiehed l-ewwel.

Il-volum tal-kampjun ghandu jkun skond il-htigiet tal-kontroll. ll-kapacita tal-kontenituri tal-kampjuni
uzata ghandha tkun tali li huma mimlija kwazi kompletament mill-kampjun, u hekk jippermettu
t-tahlit sewwa tal-kontenut qabel il-kontroll, imma jevitaw li jaghqad waqt it-trasport.
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4.2.

4.2.5.1.

4.2.5.2.

4.3.

Kampjuni mehuda b'mod manwali
Kampjuni minn bramel u bottijiet tal-halib

Sabiex tigi ottenuta agitazzjoni i¢-¢ilindru ghandu jiccaglaq rapidament’il fuq u'l isfel fil-barmil jew fil-
bott waqt i jigi assigurat li -halib hu mhawwad tajjeb u li ebda krema ma tehel ma’ I-ghonq tal-bott.
Kampjun rapprezentattiv tal-kunsinna shiha ghandu jigi ottenut skond 1-4.2.4.

[I-kampjun minn tankijiet jew vattijiet agrikoli mkessha tal-halib

[l-halib ghandu jigi agitat mekkanikament jew manwalment sakemm tigi ottenuta omogenjita bizzej-
jed.

Jekk il-volum tal-halib huwa tali li l-agitatur mekkaniku ma jistax ihallat il-halib, ghandha titwettaq agi-
tazzjoni manwali.

Kampjuni minn pezatur

Huwa essenzjali 1li I-halib, meta mxaqleb gewwa pezatur, jithallat b’mod adegwat. Jista jkun neces-
sarju li tintuza agitazzjoni manwali jew mekkanika sabiex tigi assigurata d-distribuzzjoni unita tax-
xaham. Meta l-volum tal-kunsinna li ghandha tigi stmata jeccedi l-kapacita tal-pezatur, kampjun rap-
prezentattiv tal-kunsinna shiha ghandu jittiched skond 1-4.2.4.

Kampjun minn lott diviz

Meta I-kwantita tal-halib li ghandu jigi stmat hija f iktar minn kontenitur wiehed, ghandha tittiched
kwantita rapprezentattiva minn kull kontenitur u l-kwantita tal-halib li ghaliha jirrelata kull kampjun
ghandha tigi innotata. Sakemm il-kampjuni minn kull kontenitur m "ghandhomx jigu kkontrollati indi-
vidwalment, ghandhom jithalltu porzjonijiet minn dawn il-kwantitjiet rapprezentattivi f 'ammonti li
huma proporzjonali ghall-kwantita fil-kontenitur li minnu kull kampjun ittiched. Ghandu(hom)
jittiehed jittiehdu) kampjun(i) minn dawn l-ammonti proprozjonali mdaqqsa wara t-tahlit.

Kampjuni minn re¢ipjenti kbar — tankijiet ta’ hazna, tal-ferrovija u tat-triq

Il-halib ghandu jithallat bi procedura approprjata, qabel ma jittiched il-kampjun.

Biex jithallat il-kontenut ta’ recipjenti kbar jew ta’ tankijiet ta’ hazna, tat-triq jew tal-ferrovija, l-uzu ta’
agitazzjoni mekkanika hu suggerit (4.2.5.2).

[l-livell ta’ tahlit ghandu jkun approprjat ghall-perjodu ta’ zmien li tulu I-halib kien wieqaf. L-efficjenza
tal-procedura tat-tahlit applikata f 'kull ¢irkostanza partikolari ghandha tintwera bhala adegwata ghall-
iskopijiet ta’ l-analizi mahsuba; il-kriterju ta’ effi¢jenza ta’ tahlit jinfluwenza b 'mod partikolari
is-similitudni bejn rizultati analitici minn kampjuni mehuda jew minn partijiet differenti tal-kunsinni,
jew mit-tank f 'intervalli tul l-iskarika. Procedura tat-tahlit tal-halib ghandha tigi kkunsidrata effi¢jenti
jekk id-differenza fil-kontenut tax-xaham bejn iz-zewg kampjuni, mehuda taht dawn il-kondizzjonijiet,
hija inqas minn 0,1 %.

F recipjent kbir bi skarika fil-qiegh jista’ jkun hemm, fil-punt ta’ skarika, kwantita zghira ta’ halib li
mhijiex rapprezentattiva tal-kontenut shih anke wara t-tahlit. Ghalhekk kampjuni ghandhom prefe-
ribbilment jittiehdu minn togba (mnejn jghaddi ragel). Jekk il-kampjuni jittiehdu mill-iskarika, ghandu
jithalla jiskorri halib bizzejjed sabiex jigi assigurat li 1-kampjuni huma rapprezentattivi ta’ l-ammont

shih.

It-tahlit tal-kontenut ta’ recipjenti kbar jew ta’ tankijiet ta’ hazna, tal-ferrovija jew tat-triq jista’ jitwet-
taq:

— b ’agitatur mekkaniku mibni fit-tankijiet u li jithaddem b 'mutur elettriku,

— Skrun jew agitatur li jitmexxa b 'mutur elettriku u jitqieghed fuq it-togba (mnejn jghaddi ragel)
bl-agitatur sospiz fil-halib,

— fil-kaz ta’ tankers tal-ferrovija jew tat-triq permezz ta’ ri¢irkulazzjoni tal-halib mill-manku ta’
trasferiment imqabbad mal-pompi ta’ thottija tat-tanker u inserit gewwa t-togba (mnejn jghaddi
ragel).

— permezz ta’ arja nadifa kkumpressata filtrata. F 'dan il-kaz ghandhom jintuzaw il-minimu ta’ press-
joni u volum ta’ l-arja sabiex jigi pprevenut l-izvilupp ta’ toghma mrangta.

Kampjuni awtomatici jew semi-awtomatici

Strumenti ta’ kampjuni awtomatici jew semi-awtomatici ghall-istima ta’ halib mhux ipprocessat minn
kunsinni tal-produtturi jistghu jintuzaw skond l-istruzzjonijiet moghtija mil-laboratorju ta’ kontroll
jew minn awtorita kompetenti ohra.

Dan it-taghmir ghandu, gabel ma jintuza u f ’intervalli regolari meta fl-uzu, jghaddi minn testijiet
approprjati kif preskritt mill-awtorita responsabbli. L-adattabilita tal-proceduri li bihom jittichdu
l-kampjuni ghandha tigi vverifikata sabiex jigu stabbiliti:
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— l-volum minimu ta’ halib migbur li jista’ jigi stmat kif suppost,
— ir-rata ta’ kull carry-over (li hi relatata mal-volum minimu tal-kampjun),

— l-abbilta li jinghata kampjun rapprezentattiv tal-lott wara agitazzjoni xierqa.

Meta jintuza taghmir ta’ kampjuni awtomatici jew semi-awtomatici, l-awtorita kompetenti nazzjonali
responsabbli tista’ tippreskrivi:

— l-volum minimu ta’ halib li minnu ghandhom jingabru l-kampjuni,

— il-volum minimu tal-kampjun,

— il-carry-over massimu,

— liema analizi tista’ titwettaq jew liema prekawzjonijiet ghandhomjittiehdu.

L-istima ta’ halib trattat bis-shana ghal konsum dirett f 'imballaggi bl-imnut

Il-kampjuni ta’ halib trattat bis-shana ghall-konsum dirett f 'imballaggi bl-imnut ghandhom ikunu
l-imballagg komplet issigillat. Jekk possibbli I-kampjuni ghandhom jittiehdu mill-magna ta’ l-imballagg
jew mill-kamra kiesha fl-istabbiliment ta’ trattament kemm jista’ jkun malajr wara l-ipprocessar. Ghal
halib ippasturizzat fl-istess jum ta’ l-ipprocessar.

Il-kampjuni ghandhom jittiehdu minn kull tip ta’ halib trattat bis-shana (pasturizzat, trattat bil-mod
UHT u sterilizzat) f 'numiri li jikkorrispondu ghall-kontrolli li jsiru u skond l-istruzzjonijiet stabbiliti
mil-laboratorju ta’ kontroll jew minn awtorita kompetenti ohra.

L-identifikazzjonijiet tal-kampjun

Il-kampjun ghandu jigi mmarkat b ’kodici ta’ identifikazzjoni sabiex jista’ jigi identifikat malajr bl-uzu
ta’ struzzjonijiet moghtija mil-laboratorju ta’ kontroll jew mill-awtorita kompetenti sabiex tigi assigu-
rata l-identita ta’ dan il-kampjun (ara 2).

It-trasport u l-hazna tal-kampjuni

L-istruzzjonijiet dwar il-kondizzjonijiet ta’ trasport, il-hazna u hin bejn l-istima u l-analizi tal-halib
ghandhom jigu ppreparati mil-laboratorju ta’ kontroll skond it-tip ta’ halib u skond il-procedura ta’
analaizi li ghandha tigi uzata. L-istruzzjonijiet ghandhom jigu stabbiliti skond l-awtorita kompetenti
nazzjonali.

Fl-istruzzjonijiet il-punti li gejjin ghandhom jigu inkluzi:

— tul it-trasport u -hazna ghandhom jittiehdu prekawzjonijiet sabiex tigi pprevenuta l-espozizzjoni
ghal irwejjah kontaminanti u ghad-dawl tax-xemx dirett. Jekk il-kontenitur uzat ghall-kampjuni
huwa trasparenti, ghandu jinhazen f ‘post mudlam,

— il-kampjuni ta’ halib mhux ipprocessat ghal analizi mikrobijologika ghandhom jigu ttrasportati u
mahzuna bejn 0 °C u 4 °C. Il-hin bejn meta jittiched il-kampjun u l-analizi ghandu jkun qasir
kemm jista’ jkun u, f ’ebda kaz iktar minn 36 siegha. L-awtorita kompetenti tista’ taccetta
temperatura ta’ hazna bejn 0 °C u 6 °C jekk il-hin bejn meta jittiched il-kampjun u l-analizi
mhuwiex iktar minn 24 siegha,

— kampjuni ta’ halib ippasturizzat mehud ghal analizi mikrobijologika ghandhom jigu ttrasportati u
mahzuna bejn 0 °C u 4 °C. Il-hin bejn meta jittiched il-kampjun u l-analizi ghandu jkun qasir
kemm jista’ jkun u, f ’ebda kaz iktar minn 24 siegha.

— il-kampjuni tal-halib ta’ xort’ ohra minn halib mhux ipprocessat u halib ippasturizzat ghal analizi
mikrobijologika ghandhom jigu mahzuna fil-laboratorju taht tkessih u 1-hin bejn meta jittiched
il-kampjun u l-analizi ghandu jkun qasir kemm jista’ jkun.

Prekawzjonijiet specjali ghal xi analizi huma moghtija taht proceduri differenti.
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4.1.

4.1.1.1.

4.1.1.2.

I. ID-DETERMINAZZJONI TAL-PUNT FRIZA

L-iskop u l-qasam ta’ l-applikazzjoni

Din il-procedura tispecifika I-procedura ta’ referenza ghad-determinazzjoni tal-punt friza ta’ halib shih,
mhux ipprocessat, ippasturizzat, trattat b’'UHT u sterilizzat, halib parzjalment xkumat u halib xkumat
bl-uzu ta’ apparat (termistor krijoskopu) fejn il-banju kkontrollat termostatikament hu mkessah bi tkessih
elettriku u sonda termistor jissostitwixxi t-termometru ta’ merkurju fi hgieg.

Hemm zewg tipi ta’ strumenti disponibbli. L-ewwel huwa strument li jfittex il-punt massimu tal-friza fuq
il-“pjan” fuq il-kurva ta’ l-iffrizar, waqt li t-tieni wiehed, ghal ragunijiet kummer¢jali, hu stabbilit biex jaqra
fpunt partikolari wara 1-bidu tat-tkessih. Ladarba I-kurvi tal-punt tal-friza jistghu ivarjaw minn halib ghall-
iehor u bejn il-halib u soluzzjonijiet standard uzati ghall-kalibrazzjoni, din il-procedura ta’ referenza teh-
tieg l-uzu ta’ strumenti li jfittxu 1-pjan. Strumenti ta’ hin fiss jistghu jintuzaw ghal mizuri ta’ sorveljanza ta’
rutina.

[l-punt tal-friza jista’ jintuza biex jaghmel stima tal-proporzjon ta’ ilma estranju fil-halib, sakemm l-acidita
tal-kampjun ma teccedix 0,18 g ta’ acidu halliebi ghal kull 100ml (ara 7.4).

It-tifsira

[I-punt friza tal-halib: Il-valur ottenut meta mkejjel skond il-procedura deskritta u espressa fi gradi Celsius
(°0

Il-prin¢ipju

Porzjon ta’ test tal-halib hu mkessah hafna ghat-temperatura approprjata, jiddependi fuq l-istrument u
I-kristallizzazzjoni tinbeda b'vibrazzjoni mekkanika li tikkawza t-temperatura toghla malajr ghal pjan li
jikkorrispondi ghall-iffrizar tal-kampjun.

L-istrument hu kkalbirat billi jigi aggustat biex jaghti l-qari korrett ghal zewg soluzzjonijiet standard, bl-uzu

ta’ l-istess procedura bhal ghall-kampjuni tal-halib. Fdawn il-kondizzjonijiet, il-pjan jaghti l-punt friza tal-
halib fi gradi Celsius.

L-apparat u l-affarijiet tal-hgieg

Taghmir tas-soltu tal-laboratorju u, b'mod partikolari:

1l-krijoskopu
II-krijoskopu jikkonsisti fbanju ta’ tkessih ikkontrollat termostatikament, sonda termistor (termometru

semikonduttur ta’ rezistenza) b'Cirkwit asso¢jat u galvanometru jew “read-out”, agitatur kampjun u
strument biex jinbeda l-iffrizar flimkien ma’ tubi kampjun.

[I-banju ta’ tkessih

Zews tipi ta’ banju tat-tkessih jistghu jintuzaw.

It-tip ta’ l-immersjoni

Banju protett sewwa li jikkontjeni likwidu xieraq ghat-tkessih, li hu mhawwad sabiex id-differenza fit-
temperatura bejn xi zewg punti fil-likwidu ma teccedix 0,2 °C. It-temperatura tal-likwidu m’'ghandhiex

tvarja biktar minn + 0,5 °C mill-valur nominali ddikjarat mill-fabbrikant.

Huwa importanti li -likwidu fil-banju ta’ tkessih jigi mantnut flivell kostanti. Is-superfici kollu tat-tubu
kampjun taht il-marka tal-volum ghandu jkun kopert bil-likwidu ta’ tkessih.

It-tip ta’ cirkolazzjoni

Nixxiegha kontinwa ta’ likwidu addattat tat-tkessih hi ¢¢irkolata madwar it-tubu kampjun. It-temperatura
tal-likwidu m'ghandhiex tvarja b'iktar minn + 0,5 °C mill-valur nominali ddikjarat mill-fabbrikant.

Likwidu addattat ghat-tkessih huwa soluzzjoni ilma 33 % (v/v) ta’ etan 1,2 diol (ethylene glycol).
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41.2.  It-termistor u ¢-¢irkwit mieghu

It-termistor ghandu jkun ta’ tip ta’ sonda tal-hgieg, ta’ dijametru mhux akbar minn 1,80 £ 0, 2 mm u
b'dijametru ta¢c-comb mhux akbar minn 0,31 mm. Il-kostant tal-hin tat-termistor ghandu jkun inqas minn
zewg sekondi u l-valur ta’ f (ara n-nota) ghandu jkun gholi. Il-vultagg ta’ operazzjoni, il-kurrent u l-kostant
tad-dissipazzjoni ghandhom ikunu tali li t-temperatura tat-termistor ma titlax b'iktar minn 0,005 °C il fuq
mill-ambjent taghha b’ — 0,512 °C It-tolleranza massima fuq ir-rezistenza ghandha tkun + 5 %.

Meta s-sonda tkun fil-pozizzjoni ta’ operazzjoni fil-krijoskopu, il-ponta taz-zibga tal-hgieg ghandha tkun
fl-assi tat-tubu kampjun u fpunt 44,6 = 0,1 mm taht ’il fuq tat-tubu (ara I-figura fuq pagna 15) Ghandha

tigi pprovduta template sabiex l-utent ikun jista jqieghed is-sonda fdin il-pozizzjoni.

Nota

8 tiddefinixxi |-karatteristi¢i tat-temperatura-reZistenza tat-termistor skond il-formola:

R 1B
4T R T2
fejn:

T  hija t-temperatura fKelvin,

R hija r-rezistenza fohms bit-temperatura T,

dR 1
— — x — hija I-koeffi¢jent tat-temperatura.

dT R

B hija l-kostanti li tiddependi fuq il-materjal uzat biex isir it-termistor. Fil-prattika kurrenti valur li jag-
bez it-3 000 hu rakkomandat.

41.3.  Strument ta’ kejl u read—out
4.1.3.1. Il-principju tal-kejl

L-istrument uzat ghandu jopera fuq il-principju ta’ l-ewwel it-tiftix tal-“pjan” fil-kurva tal-punt friza. Il-pjan
huwa parti mill-kurva fejn it-temperatura tibqa’ kostanti sa + 0,002 °C ghal minimu ta’ 20 sekonda.

4.1.3.2.  L-operazzjoni manwali

Ir-rezistenza tat-termistor ghandha tkun ibbilan¢jata permezz ta’ pont Wheatstone jew strument simili,
bl-uzu ta’ resistors stabbli ta’ l-oghla kwalita li t-tolleranza taghhom ma’ tkunx akbar minn + 10 % u li
l-koeffi¢jent tat-temperatura taghhom ma jagbizx 2 x 10~ °C.

Ir-resistor varjabbli (li jibbilan¢ja) m’'ghandux jitlaq mil-linearita tul ir-range kompleta b’iktar minn 0,3 % tal-
valur massimu.

Ghandu jkun hemm mezz ta’ aggustar tar-registraturi ghal skopijiet ta’ kalibrazzjoni.
L-arlogg tal-kejl ghandu jkun gradwat fintervalli mhux akbar minn 0,001 °C
4.1.3.3.  L-operazzjoni awtomatika

L-istrument read-out ghandu jipprovdi diskriminazzjoni ta’ mill-inqas 0,001 oC tul range ta’ 0 sa - 1 °C

L-istabbilita ta’ l-istrument read-out u ¢-¢irkwit assocjat tieghu ghandhom ikunu tali li indikazzjonijiet su¢-
Cessivi ta’ l-istess temperatura ma jvarjawx b'iktar minn 0,001 °C.

Il-linearita ta¢-cirkwit ghandha tkun tali li ebda zball ikbar minn + 0, 001 °C ma hu introdott fxi punt fir-
range — 0,400 °C sa — 0,600 °C meta l-istrument hu operat b'mod korrett.

41.4.  1l-wajer ghat-tahlit
Wajer tal-metall inert ghall-halib u b'dijametru bejn 1 u 1,5 mm hu uzat biex jithallat il-porzjon tat-test.

Il-wajer tat-tahlit ghandu jkun aggustat ghall-amplitudni u ghandu jigi mmuntat wieqaf bit-tarf tan-naha
t'isfel livell mal-ponta tas-sonda termistor. Tolleranza ta’ xi 1,5 mm 1 fuq jew 1isfel minn din il-pozizzjoni
hi permessa.

Il-wajer ghat-tahlit ghandu jivvibra lateralment b’amplitudni bizzejjed iddikjarata mill-fabbrikant (mhux
inqas minn + 1,5 mm) sabiex ikun assigurta li t-temperatura fil-porzjon tat-test tibqa’ uniformi tul
id-determinazzjoni. Febda hin tul l-operazzjoni normali tat-tahlit ma ghandu l-wajer ghat-tahlit jolqot
is-sonda termistor jew lill-genb tat-tubu.



03/Vol. 11

Tl-Gurnal Uffi¢jali ta’ 1-Unjoni Ewropea

195

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

5.1.

5.2.

5.3.

Strument ghall-bidu ta’ I-iffrizar

Dan jista® jkun kull strument li meta operat jibda instantanjament l-iffrizar tal-kampjun sabiex
it-temperatura tal-porzjon tat-test toghla lejn il-punt ta’ l-iffrizar. [l-wajer ghat-tahlit jista jigi uzat ghal dan
l-iskop; proc¢edura wahda hi li tizdied l-amplitudni tal-vibrazzjoni ghal minn sekonda sa zewg sekondi
sabiex il-wajer tat-tahlit jolqot lill-gnub tat-tubu tal-kampjun.

Tubi tal-kampjuni

It-tubi tal-kampjuni (ara figura 1) ghandhom ikunu tal-hgieg u jkunu 50,8 £ 0,1 mm twal, 16,0 + 0,1 mm
fid-dijametru estern u 13,5 + 0,1 mm fid-dijametru intern. Il-hxuna tal-gnub tul it-tubu m’'ghandhiex tvarja
b’iktar minn 0,1 mm.

It-tubi ghandu jkollhom marka ta’ volum 29,8 mm taht it-tarf (21 mm fuq in-naha tisfel tat-tubu) sabiex
tindika l-volum kampjun ta’ 2,5+ 0,1 ml

Il-fornitura ta’ l-elettriku

[l-vultagg ta’ fornitura ghandu jigi stabilizzat, jew fl-apparat jew esternament sabiex il-varjazzjoni ma tag-
bizx £ 1 % tal-valur nominali meta l-fornitura tal-mains tvarja b’ + 6 %.

Il-bilané analitiku

Kunjetti volumetrici ta’ marka wahda, kapacita ta’ 1 000 ml, klassi A.

Forn ghat-tnixxif, ventilat tajjeb, kapaci li jmantni temperatura ta’ 130 * 1 °C
jew

Forn elettriku, ventilat, kapaci li jmantni temperatura ta’ 300 + 25 °C

Dessikatur

Ir-riagenti

IIma borosilikat distillat mill-hgieg, mgholli u mkessah sa 20 + 2 °C fkunjett b’tubu li jassorbi d-djiossidu
tal-karbun.

ll-klorur tas-sodju, kwalita ta’ riagent analitika, mithun tajjeb, imnixxef ghal hames sighat bi 300 + 25 °C
fforn jew alternattivament imnixxef fforn b’130 £ 1 °C ghal mill-ingas 24 siegha u mkessah ghat-
temperatura tal-kamra f'dessikatur effi¢jenti.

[l-preparazzjoni ta’ soluzzjonijiet standard

Izen l-ammont approprjat (ara Tabella 1) ta’ klorur tas-sodju niexef (5.2) fi flixkun ta’ I-uzin. Holl filma dis-
tillat (5.1), ittrasferixxi kwantitattivament ghall-marka 1 000 ml fkunjett volumetriku u zid sal-marka
bl-ilma £20 £ 2 °C

Ahzen fmadwar 5 °C fi fliexken tal-polietilin maghlugin sewwa ta’ kapacita mhux akbar minn 250 ml ghal

mhux iktar minn xahrejn.

Il-punt tal-friza tas-soluzzjonijiet tal-klorur tas-sodju £ 20 °C

g NaCl/l °C
6,859 -0,408
7,818 - 0,464
8,149 -0,483
8,314 -0,492
8,480 -0,502
8,646 -0,512
8,811 -0,521
8,977 -0,531
9,143 - 0,541

10,155 - 0,600
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7.1.

7.2.

7.3.

7.4.

7.5.

Qabel ma tintuza s-soluzzjoni standard, il-flixkun ghandu jigi maglub bil-mod u mdawwar diversi drabi
sabiex jithallat sew il-kontenut tieghu. Febda hin ma ghandha s-soluzzjoni standard tigi agitata b'mod vjo-
lenti sabiex tinkorpora l-arja.

Kampjuni ta’ soluzzjoni standard ghandhom jittiehdu mill-flixkun billi titferra’ s-soluzzjoni fbuqar nadif nie-
xef, jigifieri l-pipetti ma ghandhom qatt jintuzaw ghal dan l-iskop.

Is-soluzzjonijiet m'ghandhomx jintuzaw minn fliexken mimlijin ingas minn kwart, u jekk mhux ippreser-
vati b'fungicidi (per ezempju soluzzjoni tijomersali, 10 gfl), m’ghandhomx jintuzaw jekk ghandhom iktar
minn xahrejn.

Il-kalibrazzjoni tal-krijoskopu termistor

[I-krijoskopu ghandu jkun stabbilit sabiex it-temperatura ta’ l-arja ambjentali ma tiddevjax iktar minn 1 °C
mit-temperatura li fiha I-kalibrazzjoni hi mwettqa. ll-krijjoskopu m’ghandux ikun espost ghad-dawl tax-xemx
jew ghall-kurrent ftemperatura ' fuq minn 26-27 °C

Ghandu jkun assigurat li I-krijoskopu hu fkondizzjoni operattiva tajba skond l-istruzzjonijiet tal-fabbrikant,
u li kien mixghul ghal mill-inqas 12-il siegha qabel il-kalibrazzjoni. Ghandha tigi kkontrollata l-pozizzjoni
tas-sonda, l-amplitudini tal-wajer tat-tahlit li jivvibra u t-temperatura tal-likwidi li jkesshu.

Ghandhom jintghazlu zewg soluzzjonijiet standard (ara t-Tabella 1 fuq) li joqorbu ghall-valur mistenni tal-
punt ta’ l-iffrizar tal-kampjuni tal-halib li ghandhom jigu ezaminati. Id-differenza fil-punti ta’ l-iffrizar bejn
iz-zewg soluzzjonijiet m’'ghandhiex preferibbilment tkun ingas minn — 0,100 °C

(Fxi disinni ta’ krijoskopu kurrentement disponibbli i¢-¢irkwit assocjat mat-termistor hu ddisinjat biex ikun
ibbilangjat fuq valur specifiku ta’ punt ta’ l-iffrizar fir-range tal-kejl ta’ l-istrument. Fdawn il-kazijiet l-uzu ta’
soluzzjoni standard li jkollha l-punt ta’ l-iffrizar bhala wahda mis-soluzzjonijiet ta’ kalibrazzjoni jiffacilita
l-procedura tal-kalibrazzjoni, u I-fabbrikant ghandu jindika dan il-valur).

Pipetta 2,5 + 0,1 ml ta’ standard wiehed ftubu kampjun standard nadif, niexef u opera l-krijoskopu.

Nota:

It-tubi tal-kampjuni uzati tul il-kalibrazzjoni ghandhom ikunu maghmula mill-istess tip ta’ hgieg u mahsula u
mlahalha b'ilma dimineralizzat fl-istess hin bhal dawk uzati tul it-test tal-kampjuni tal-halib. It-temperaturi tas-
soluzzjonijiet standard ghandhom ikunu simili ghal dawk tal-kampjuni tal-halib.

Ghandhom jigu aggustati I-kontrolli tal-kalibrazzjoni, kif indikat mill-fabbrikant, sakemm il-gari tal-
krijoskopu ikun ugwali ghall-punt friza tas-soluzzjoni standard. Il-procedura ghandha tigi ripetuta bis-
soluzzjoni standard l-ohra, u tibga’ talterna b'dan il-mod sakem qari successiv fuq kull soluzzjoni, minghajr
iktar aggustament tal-kontrolli tal-kalibrazzjoni, jaghti l-valur korrett tal-punt friza ta’ kull wiched.
I-krijoskopu hu mbaghad lest ghall-uzu u jindika direttament il-punt friza tal-kampjun tal-halib minghajr
applikazzjoni ta’ xi korrezzjoni.

Il-preparazzjoni tal-kampjun tat-test

Il-kampjuni ghandhom jigu mahzuna, jekk necessarji, ftemperatura bejn iz-0 ul -5 °C

Ghandha titnehha kull entita barranija vizibbli jew xaham tal-butir solidu mill-kampjun, jekk necessarju bil-
filtrazzjoni fkontenitur nadif, niexef, u I-kampjun jithallat bil-mod. Il-filtru, jekk uzat, ghandu jkun inert
ghall-halib u ghandu jkun effettiv meta uzat ftemperatura ta’ laboratorju.

[I-halib jista’ jigi ezaminat meta jkun fit-temperatura ta’ hazna tieghu (bejn 0 u 5 °C) jew jista jithalla jasal
ghal temperatura tal-laboratorju immedjatament qabel jinbeda t-test. Madanakollu, huwa necessarju li
s-soluzzjonijiet standard u I-kampjuni tal-halib huma fl-istess temperatura meta uzati.

Ghandha tigi determinata l-acidita titratabili tal-halib kemm jista’ jkun fl-istess hin bhall-punt friza tat-test.
[l-kampjuni b'acidita li teccedi 0,18 g ghal kull 100ml tal-halib ma jistghux jigu ezaminati

Halib trattat bil-UHT u sterilizzat ghandu joqghod ghal mill-inqas 20 minuta fkontenitur miftuh qabel
l-ezami.
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8.

8.1.

8.2.

8.3.

8.4.

II-procedura

Kontrolli preliminari

Ghandu jigi kkontrollat li I-livell u t-temperatura tal-likwidu li jkessah huma skond l-istruzzjonijiet tal-
fabbrikant u li, jekk approprjat, is-sonda termistor hija ftubu vojt ta’kampjun fil-post tal-kampjuni. Ghandu
jinxteghel il-krijoskopu u jigi assigurat li l-likwidu li jkessah qed jigi mhallat jew iccirkolat sewwa, kif
approprjat Meta l-krijjoskopu ikun inxteghel ghal mill-inqas 12 —il siegha, ghandha tigi kkontrollata
t-temperatura tal-likwidu li jkessah u I-pozizzjoni u l-amplitudini tal-vibrazzjoni tal-wajer li jhallat.

L-ezami rutina ta’ kalibrazzjoni

Qabel kull prova, ghandu jitkejjel il-punt friza tas-soluzzjoni standard tal-klorur tas-sodju (e.z. soluzzjoni
bil-punt friza — 0,512 °C) sakemm zewg determinazzjonijiet konsekuttivi ma jvarjawx b'iktar minn 0,001
°C Jekk il-medja ta’ dawn il-valuri tvarja mill-punt friza tas-soluzzjoni standard b'iktar minn 0,002 °C

il-krijoskopu ghandu jerga jigi kkalibrat kif deskritt £'6.

Jekk il-krijoskopu huwa fuzu kontinwu, wettaq l-ezami rutina ta’ kalibrazzjoni. Jekk il-krijoskopu huwa
fuzu kontinwu, wettaq l-ezami rutina ta’ kalibrazzjoni mill-inqas darba fsiegha. L-istruzzjonijiet tal-
fabbrikant ghandu jittiched kont taghhom.

Id-determinazzjoni tal-punt friza tal-halib

Bil-mod aqleb u dawwar il-flixkun tal-kampjun tal-halib hafna drabi biex jithallat il-kontenut. Febda hin ma
ghandu I-kampjun ikun agitat dagshekk bil-goff li jinkorpora l-arja.

Ippipetta 2,5 + 0, 1 ml tal-halib ftubu ta’ kampjun, nadif, niexef, u nehhi xi eccess b’pipetta. Assigura li
s-sonda u l-wajer tat-tahlit huma nodfa u niexfa, jekk necessarju, billi jintmeshu b’attenzjoni b'tessut min-
ghajr tnietex minn isfel ghal fuq.

Inserixxi t-tubu ta’ kampjun fil-krijoskopu kalibrat skond l-istruzzjonijiet tal-fabbrikant. Il-halib jiksah u jibda
l-iffrizar ftemperatura specifikata mill-fabbrikant f 0,1 °C

(Fxi strumenti awtomatici din it-temperatura tista’ tigi osservata fuq ir-read-out digitali; fuq strumenti
manwali il-precizjoni necessarja tintlahaq billi jigi assigurat li l-iffrizar jibda meta 1-vlegga jew il-linja fuq
il-galvanometru jikkoin¢idu mal-marka approprjata).

Jekk, ghal xi raguni, l-iffrizar jibda qabel jew wara r-range ta’ temperatura specifikata it-test ghandu jithalla u
jigi ripetut b’porzjon ta’ test iehor tal-halib. Jekk il-kampjun ta’ repetizzjoni wkoll jiffriza qabel it-temperatura
specifikata, porzjon iehor tal-kampjun ghandu jissahhan sa 45 °C u jinzamm ghal hames minuti biex jip-
permetti t-tidwib tax-xaham tal-kristallini.

Imbaghad ghandu jerga’ jithalla jiksah ghat-temperatura ta’ testing u jigi ezaminat immedjatament.
It-temperatura tal-halib wara l-bidu ta’ l-iffrizar toghla rapidament ghal valur li jibqa’ virtwalment kostanti
ghal xi hin qabel ma jerga’ jinzel. [l-punt ta’ ffrizar jikkorrispondi ghall-oghla temperatura milhuga tul dan
il-perjodu u dan il-valur ghandu jigi rregistrat.

Nota

[I-hin li tulu t-temperatura tibqa’ kostanti u l-intervall tal-hin bejn il-bidu ta’ l-iffrizar u meta tintlahaq l-oghla
temperatura jvarjaw minn kampjun ghal kampjun u jkunu konsiderevolment igsar ghall-ilma u soluzzjonijiet
standard tal-klorur tas-sodju milli ghall-halib. Huwa essenzjali li tkun l-oghla temperatura li tigi rregistrata.

Meta I-kejl ikun gie kompletat b'mod sodisfacenti, it-tubu ghandu jitnehha, is-sonda termistor ghandha titlah-
lah bl-ilma u mbaghad tigi xxuttata u mhallta b'tessut minghajr tnietex, artab, nadif minn isfel ghal fuq u mba-
ghad issir determinazzjoni duplikata fuq porzjon ichor tal-kampjun tal-halib.

Jekk id-differenza bejn il-punti friza ottenuti hija ikbar mill-valur ta’ repetizzjoni (0,004 °C), ghandha tit-
wettaq determinazzjoni duplikata fuq porzjon iehor tal-kampjun. Sakemm iz-zewg determinazzjonijiet
jagblu sa bejn 0,004 °C, il-valuri ghandhom jigu rregistrati u uzati biex jikkalkulaw ir-rizultat finali.

It-tkessih tas-sonda

Wara li jintuza l-istrument, ghandu jitqieghed tubu ta’ kampjun vojt fil-hofra tal-kampjuni u titbaxxa r-ras
operattiva sabiex is-sonda tinzamm kiesha. (Fcerti disinni ta’ krijoskopu dan jista’ ma jkunx possibbli; fdawn
il-kazijiet, huwa essenzjali li jigi assigurat li s-sonda titkessah b’'mod adegwat qabel ma jittichdu I-mizuri, per
ezempiju, billi jsiru diversi determinazzjonijiet finti sakemm ikun ottenut qari konsistenti).
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9. L-espressjoni tar-rizultati
9.1. 1I-kalkolu

Jekk, wara I-kontroll ta’ kalibrazzjoni rutina, il-kalibrazzjoni tkun ikkonfermata, ghandha tigi kkalkulata l-medja
tal-valuri tal-punt tal-friza duplikati accettabbli ottenuti arrotondati sat-tielet post decimali.

Jekk is-somma ta’ zewg valuri accettabbli duplikati hi numru fard, il-medja ghandha tigi arrotondata sa
l-eqreb valur biz-zewg kif muri fl-ezempju li gej:

Il-punt tal-friza (°C)

Valuri duplikati Medja
0,544 —-0,545 - 0,544
—-0,545 -0,546 - 0,546

9.2. Il-precizjoni
9.2.1. Ir-rata ta’ Repetizzjoni (r): 0,004 °C.

9.2.2. Ir-Riprodu¢ibbilta (R): 0,006 °C.

Figura 1

Dettall tal-Krijoskopju Termistor 4.1 (pozizzjoni ta’ tubu kampjun relata maz-zibga termistor u mal-wajer tat-tahlit

heremteme—.  Mandrel

Mandrin
Tubu ta’ kampjun B e &
Tube 2 échantillon
-
<
+'
o
<
=S
‘ Wajer tat-tahlit
Agitateur
o
Iz-zibga tat-termistor > ) I
"Bille” en verre de thermistance

13,5+0,1 ,

16+0,1

Id-dimensjonijiet kollha fmm
Toutes dimensions en mm
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2.1.

2.2.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

II. ID-DETERMINAZZJONI TA’ L-ATTIVITA BIL-PHOSPHATASE

L-iskop u l-qasam ta’ applikazzjoni

Din il-procedura tispecifika l-procedura ta’ referenza ghad-determinazzjoni ta’ l-attivita phosphatase fhalib
pasturizzat.

Tifsira
L-attivita tal-phosphatase hija mizura tal-kwantita ta’ phosphatase alkalini attivi prezenti fil-prodott, espressi

bhala kwantita ta’ fenol, fmikrogrammi, liberat taht il-kondizzjonijiet imsemmija fil-procedura b'1 ml tal-
halib ippasturizzat.

Kull halib li I-attivita phospohatase tieghu hi taht 1-4 mg/ml hu kkunsidrat li jkun negattiv phosphatase.

Il-principju
L-attivitd phosphatase hi evalwata mill-ammont tal-fenol liberat mill-fenil-fosfat tad-disodju mizjud mal-
kampjun. Il-fenol illiberat jirreagixxi mad-dibromoquinonechlorimide u jipproduci dibromoindophenol (blu fil-

kulur) li hu mkejjel kulurmetrikament £ 610 mm. Isir paragun mal-kampjun meta l-enzima tal-fosfat tkun
giet distrutta.

Ir-riagenti

Buffer ta’ l-idrossidu borat tal-Barjum

Holl 50,0 g ta’ idrossidu tal-barjum[Ba(OH),.8H,0)]fl-ilma u zidu sa 1 000 ml.
Holl 22,0 g ta’ acidu boriku[H;BO;]fl-ilma u zidu sa 1 000 ml.

Sahhan 500 ml ta’ kull soluzzjoni sa 50 °C, hallat is-soluzzjonijiet, kessah rapidament sa madwar 20 °C, aggusta
|-pH, jekk necessarju sa 10,6 + 0, 1 bl-addizzjoni tas-soluzzjoni 4.1.1 jew 4.1.2. Iffiltra. Ahzen is-soluzzjoni
fkontenitur maghluq sewwa.

Iddilwa qabel l-uzu b'volum ugwali ta’ ilma.

Buffer ta’ l-izvilupp tal-kulur

Holl 6,0 g ta’ metaborat tas-sodju (NaBO,)jew 12,6 g ta’ (NaBO,.4H,0), u 20,0 g ta’ klorur tas-sodju (NaCl)
fl-ilma u Zid sa 1 000 ml.

Buffer tad-dilwizzjoni tal-kulur

Iddilwa 10 ml tal-buffer ta’ zvilupp tal-kulur (4.2) ma’ 100ml bl-ilma.

Is-substrat tal-buffer

Holl 0,1 g ta’ deidrat tal-fenilfosfat tad-disodju hieles mill-fenol £100ml ta’ buffer (4.1.3) jew holl 0,5 g ta’
fenilfosfat tad-disodju £'4,5ml tal-buffer ta’ zvilupp tal-kulur (4.2), zid Zewg qatriet tas-soluzzjoni BQC (4.6)
u halli ftemperatura tal-kamra ghal 30 minuta. Il-kulur hekk iffurmat ghandu jigi estratt b’2,5ml ta’ butan-
1-ol u jithalla sakemm il-butan-1-ol hu sseparat. Nehhi I-butan—1-ol u armi. Din l-estrazzjoni ghandha tigi
ripetuta jekk necessarju.

Is-soluzzjoni tista’ tinhazen fi frigg ghal ftit jiem; zviluppa I-kulur u irrepeti l-estrazzjoni gabel l-uzu. Ippre-

para s-substrat tal-buffer immedjatament qabel 1-uzu billi tiddilwa 1ml ta’ din is-soluzzjoni ma’ 100ml bil-
buffer barium borate-hydroxide.

II-precipitant taz-zingu-tar-ramm

Holl 3,0 g tas-sulfat taz-zingu (ZnSO,, 7H,0) u 0,6 g tas-sulfat tar-ramm (II) (CuSO,, 5H,0) fl-ilma u zid
sa 100ml.

2,6~ Is-soluzzjoni tad-Dibromoquinonechlorimide (Soluzzjoni BQC)

Holl 40 + 1 mg ta’ 2,6-dibromoquinonechlorimide (BQC) (C4H,Br,CINOg) £ 10 ml ta’ 96 % (v/v) etanol.
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Ahzen fi flixkun bil-hgieg skur fi frigg. Armi jekk huwa skulurat jew ta’ zmien iktar minn xahar.

4.7. Soluzzjoni tas-sulfat tar-ramm (II)

Holl 0,05 g tas-sulfat tar-ramm (1) (CuSO,.5H,0) fl-ilma u zid sa 100 ml.
4.8. Is-soluzzjonijiet standard tal-fenol.

4.8.1. Izen 200 + 2 mg ta’ fenol anidridu pur, ittrasferixxi ghal kunjetta volumetrika ta’ 100ml, zid l-ilma, hallat u
zid sal-marka. Din is-soluzzjoni stock tibqa’ stabbli ghal diversi xhur fi frigg.

4.8.2. Iddilwa 10 ml tas-soluzzjoni stock ma’ 100ml ilma u hallat. 1ml jikkontjeni 200 mg ta’ fenol.

5. Apparat u affarijiet tal-hgieg

Noti:

(a) L-affarijiet tal-hgieg, l-istoppers u I-ghodda kollha biex jittiehdu I-kampjuni ghandhom jitnaddfu
battenzjoni. Hu rakkomandat li jitlahalhu b'ilma mgholli distillat frisk jew li jitfawru.

(b) Certi tipi ta’ stoppers tal-plastik jistghu jikkawzaw kontaminazzjoni fenolika u l-uzu taghhom m’ghandux
ikun permess.

It-taghmir tal-laboratorju tas-soltu u, b’mod partikolari:

5.1. 1I-bilan¢ analitiku
5.2. Banju ta’ l-ilma, kapaci li jinzamm 37 £ 1 °C.
5.3. Spettrofotometru tajjeb ghal qari fuq wavelength ta’ 610 mm.

5.4. Test tubes, 16 jew 18 mm x 150 mm, preferibbilment gradwati b’ 5 u 10 ml.

5.5. Pipetti
5.6. Lenbuti tal-hgieg ta’” dags konvenjenti, per ezempju 5 ¢m fdijametru.
5.7. Filtri mitwija mill-inqas 9¢m fdijametru ghal velocita medja ta’ filtrazzjoni.
5.8. Kunjetti volumetrici ghall-preparazzjoni ta’ soluzzjonijiet standard.
6. Il-procedura
Noti:

(a) Ghandha tigi evitata l-influwenza ta’ dawl tax-xemx dirett tul id-determinazzjoni.

(b) Kontaminazzjoni bi tracci ta’ riq jew gharaq tista’ taghti rizultati pozittivi foloz u ghandha tigi evitata.
Fdan ir-rigward, ghandha tinghata attenzjoni spe¢jali lill-procedura ta’ l-ippippettar.

6.1. Il-preparazzjoni tal-kampjun tat-test

6.1.1.  Wettaq l-analizi direttament wara li jittiched il-kampjun. Inkella, Zomm il-kampjun fi frigg, imma ghal mhux
iktar minn jumejn.

6.2. Il-porzjon tat-test

Ippipetta fkull wiehed miz-zewg test tubes (5.4) 1 ml tal-kampjun tat-test, bl-uzu ta’ tubu wiched bhala
kontroll jew vojt.

6.3. Determinazzjoni

6.3.1.  Sahhan il-vojt ghal zewg minuti filma mgholli; kopri t-test tube u I-buqar ta’ l-ilma jaghli b’foil ta’ l-aluminju
sabiex ikun assigurat li t-tubu shih ikun shun. Kessah malajr ghat-temperatura tal-kamra.

6.3.2. Ittratta l-vojt u l-kampjun tat-test b'mod simili ghall-bgija tal-procedura. Zid 10 ml tas-substrat tal-buffer (4.4)
u hallat.
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6.4.

6.4.1.

6.4.2.

6.4.3.
6.4.4.

6.4.5.

7.1.
7.1.1.

7.1.2.

7.2.
7.2.1.
7.2.2.

7.2.3.

Il-kampjuni ghandhom jitqieghdu finkubazzjoni immedjatament fil-banju ta’ I-ilma (5.2) ghal 60 minuta, u
l-kontenut ghandu jithallat okkazjonalment (mill-inqas erba’ darbiet).

Sahhan filma jaghli ghal Zewg minuti bl-istess mod kif taht 6.3.1. Kessah malajr ghat-temperatura tal-kamra.
Zid 1 ml ta’ preéipitant tar-ramm- taz-zingu (4.5) ma’ kull tubu u hallat sew.

Iffiltra minn karta niexfa tal-filtru, armi l-ewwel 2 ml, erga’ ffiltra jekk necessarju sakemm il-filtrat hu kom-
pletament ¢ar, u igbor 5ml ftest tube.

Zid 5 ml tal-buffer ta’ l-izvilupp tal-kulur (4.2).
Z7id 0,1ml tas-soluzzjoni BQC (4.6), hallat u halli I-kulur jizviluppa ghal 30 minuta fit-temperatura tal-kamra.
Kejjel l-assorbiment kontra l-kontroll jew il-vojt fl-ispettrofotometru (5.3) fwavelength ta’ 610 nm.

Irrepeti d-determinazzjoni b'dilwizzjoni approprjata tal-kampjun jekk l-assorbiment kif imkejjel taht 6.3.9
jeccedi l-assorbiment ta’ l-istandard li jikkontjeni 20 mg tal-fenol ghal kull tubu kif imkejjel taht 6.4.4. Ippre-
para din id-dilwizzjoni billi thallat volum tal-kampjun tat-test ma’ volum approprjat ta’ parti ta’ l-istess
kampjun tat-test b'attenzjoni sat-toghlija sabiex il-phosphatase ikun diattivat.

1l-preparazzjoni tal-kurva ta’ kalibrazzjoni

Ipprepara range approprjat ta’ standards dilwiti, billi tibda mill-fenol standard (4.8.2.), Ii jikkontjeni 0
(kontroll jew vojt), 2,5, 10 u 20 mg ta’ fenol ghal kull millimetru u ppipetta rispettivament 1 ml ta’ ilma u
1 ml ta’ l-erba’ soluzzjonijiet standard tal-fenol fkull wiched mill-hames test tubes.

7id ma’ kull test tube 1ml tas-soluzzjoni tas-sulfat tar-ramm (Il) (4.7), 5 ml tal-buffer tad-dilwizzjoni tal-kulur
(4.3), 3 ml ta’ ilma u 0,1 ml tas-soluzzjoni BQC (4.6); hallat.

Halli -kulur jizviluppa ghal 30 minuta ftemperatura tal-kamra.
Kejjel I-assorbiment kontra I-kontroll jew il-vojt fl-ispettrofotometru fwavelength ta’ 610 nm (5.3).

Mill-valuri ta’ l-assorbiment (6.4.4) ottenut ghal kull kwantita ta’ fenol mizjud (6.4.1), ikkalkula l-linja ta’
rigress skond il-procedura ta’ l-inqas kaxxi.

L-espressjoni tar-rizultati
Il-kalkolu u I-formula
Ikkalkula mill-qari ta’ I-assorbiment (6.3.9) il-kwantita tal-fenol bl-uzu tal-linja ta’ rigress ottenuta (6.4.5)

Ikkalkula l-attivita tal-phosphatase, espressa bhala mikrogrammi ta’ fenol ghal kull millimetru tal-halib pas-
turizzat mill-formula li gejja:

L-attivita tal-phosphatase = 2,4 x A x D

Fejn

A hija I-kwantita ta’ fenol fmikrogrammi ottenuta taht 7.1.1;

D huwa l-fattur ta’ dilwizzjoni skond 6.3.10 (fil-kaz ta’ ebda dilwizzjoni, D = 1);

[I-fattur 2,4 huwa I-fattur ta’ dilwizzjoni (5/12 ta’ kampjun tat-test ta’ 1 ml) — Ara 6.2. inkonnessjoni ma’
6.3.2,6.3.5u6.3.6

II-precizjoni
Ir-rata ta’ repetizzjoni (r): 2 pg fenol/ml
Ir-Riproducibbilta (R): 3(preliminarju) pg fenol/ml.

Jekk id-dilwizzjoni hija applikata skond 6.3.10 il-limitu msemmi £ 7.2.1 u 7.2.2. hu msemmi fir-rizultati
ottenuti fuq il-kampjun ta’ dilwizzjoni.
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4.1.

4.2.

5.1.

5.2.

5.3.

5.4.

[II. ID-DETERMINAZZJONI TA’ L-ATTIVITA TAL-PEROXIDASE

L-iskop u l-qasam ta’ applikazzjoni

Din il-procedura tissimplifika I-procedura ta’ referenza ghad-determinazzjoni tal-prezenza jew l-assenza ta’
l-enzima ta’ peroxidase fil-halib bhala kontroll ta’ pasturizzazzjoni.

Tifsira

Peroxidase - reazzjoni pozittiva:

Jekk il-halib hu ppasturizzat kif suppost jifforma kulur blu fi Zmien 30 sekonda wara t-tahlit.
Peroxidase - reazzjoni negattiva:

Ebda kulur ma jsehh fi zmien 30 sekonda wara t-tahlit.

Il-prin¢ipju

L-enzima tal-peroxidase tiddikomponi I-perossidu ta’ l-idrogenu. L-ossigenu atomiku liberat jossida 1-1,4 phe-
nylenediamine minghajr kulur fl-indofenolu vjola (it-test Storch) L-intensita tal-kulur hi proporzjonali ghall-
koncentrazzjoni ta’ l-enzima.

Ir-riagenti
Soluzzjoni ta’ 1,4-phenylenediamine

Holl 2 g 1,4 phenylenediamine (C4HgN,) filma shun (50 °C) u zid sa volum ta’ 100 ml. Zomm is-soluzzjoni
fi flixkun kannella skur b’ tapp tal-hgieg u ahzen fpost kiesah u fid-dlam. Wara l-preparazzjoni, soluzzjoni
ta’ 1,4 — phenylenediamine tifforma sediment fi zmien jum jew jumejn: ghandha mbaghad tintrema.

Soluzzjoni tal-perossidu ta’ l-idrogenu

Iddilwa 9 ml ta’ perossidu ta’ l-idrogenu 30 % fl-ilma u Zzid sa volum ta’ 100 ml. Biex tistabilizza, zid 1ml
acidu tal-kubrit ikkoncentrat ghal kull litru ta’ soluzzjoni.

Is-soluzzjoni tal-perossidu ta’ I-idrogenu huwa stabbli ghal xahar, jekk mizmum fpost kiesah fid-dlam u fi
flixkun b’ tapp tal-hgieg li jipprevieni kull kuntatt ma’ komposti organici.

Il-procedura

Inserixxi 5ml tal-kampjun tal-halib ftest tube nadif b'gheluq xierag.
Zid 5 ml tas-soluzzjoni phenylenediamine 1,4 (4.1).

Zid 2 qatriet tas-soluzzjoni tal-perossidu ta’ l-idrogenu (4.2).

Osserva l-produzzjoni tal-kulur fi Zmien 30 sekonda wara t-tahlit Jekk jigi prodott il-kulur blu iktar tard
minn 30 sekonda wara z-zieda tar-riagenti ir-reazzjoni mhijiex specifika.
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IV. L-ENUMERAZZJONI TA’ MIKRO-ORGANIZMI — IT-TEST TAL-KONT TAL-PLATES F 30 °C

4.2.

4.2.1.

4.2.2.

4.2.3.

4.2.4.

4.2.5.

L-iskop u l-qasam ta’ applikazzjoni

Din il-procedura tispecifika l-procedura ta’ referenza ghall-enumerazzjoni ta’ mikroorganizmi permezz ta’
teknika ta’ kont tal-kolonji b’ 30 °C. Din il-procedura hija applikabbli ghal halib mhux ipprocessat u ghal
halib pasturizzat u ghal halib trattat bl-UHT u halib sterilizzat preinkubat fi 30 °C ghal 15-il gurnata.

Tifsira

In-nominazzjoni “mikro-organizmi” tfisser: organizmi li jiffurmaw kolonji li jistghu jinghaddu meta inku-
bati ajrubikament taht il-kondizzjonijiet deskritti.

Il-prin¢ipju

Volum definit tal-kampjun tal-halib hu mhallat mal-medium ta’ kultura f kontenituri Petri u inkubat f 30 °C
ghal 72 siegha. Il-kolonji huma maghduda u n-numru ta’ mikro-organizmi ghal kull 1ml ta’ halib mhux
ipprocessat jew pasturizzat jew ghal kull 0,1ml ta’ halib preinkubat trattat b’UHT jew sterilizzat hu kkalku-
lat.

Apparat u affarijiet tal-hgieg

It-taghmir tal-laboratorju tas-soltu u, b’mod partikolari:

L-apparat

Forn ta’ l-arja shuna, kapaci li jopera £ 170 sa 175 °C
Awtoklavi, kapaci li jopera f 121 + 1 °C.

Inkubatur, kapaci li jmantni temperatura ta’ 30 + 1 °C fil-punti kollha fih.
pH-meter, b’kumpens ta’ temperatura, ezatt sa + 0, 1 unita pH.
Banju ta’ 1-ilma, kapaci li jopera f 45 £ 1 °C.

Lenti, ingradiment effettiv 2 — 4x

Lenti, ingradiment effettiv 8 — 10x

[I-kont tat-talja.

Mixer kapaci jhallat 1 ml tal-kampjun ta’ halib jew dilwizzjoni de¢imali ma’ 9ml dilwent u li jahdem fuq
il-principju ta’ rotazzjoni eccentrika tal-kontenut tat-test tube.

Affarijiet tal-hgieg

Test tubes b'gheluq xieraq u b’kapacita bizzejjed biex jikkontjenu, bi spazju fuq bizzejjed ghat-tahlit, 10
ml tad-dilwizzjoni primarja jew dilwizzjonijiet de¢imali ohrajn.

Kunjetti ta’ kapacita 150 sa 250 ml jew tubi, madwar 20ml kapacita, biex izommu l-medium tal-kultura.

Pipetti (mizduda bit-tajjar) tal-hgieg jew ta’ materjal sterili sintetiku b’ponta mhux miksura ta’ kapacita
nominali ta’ 1ml u li jkollhom fetha ta’ dijametru 1,75 sa 3 mm.

Kontenituri Petri, ta’ hgieg ¢car mhux ikkulurit jew materjal sterili sintetiku, bil-kontenitur fil-giegh li
jkollu dijametru intern ta’ madwar 90 ~100 mm. Il-fond intern ghandu jkun ta’ minimu ta’ 10 mm. Il-giegh
ma ghandu jkollu ebda irregolarita li tithallat mal-kolonji ta’ I-ghadd.

L-isterilizzazzjoni ta’ l-affarijiet tal-hgieg:
L-affarijiet tal-hgieg ghandhom ikunu sterilizzati b'wahda mill-proceduri li gejjin:
(a) billi jinzammu £170 sa 175 °C ghal mhux inqas minn siegha fforn ta’ l-arja shuna (4.1.1);

(b) billi jinzammu £121 # 1 °C ghal mhux ingas minn 20 minuta fawtoklavi (4.1.2).



204

Il-Gurnal Uffi¢jali ta’ I-Unjoni Ewropea

03/Vol. 11

5.1

5.2.

5.3.

6.1.

Fl-awtoklavi ghandu jkun hemm attenzjoni biex tigi assigurata penetrazzjoni adegwata ta’ fwar — ez. jekk
it-taghmir hu sterilizzat fkontenituri, dawn m’ghandhomx ikunu maghluqin issikkati, il-kunjetti ghandu
jkollhom ghotjien mahlula.

Affarijiet tal-hgieg sterilizzati fl-awtoklavi ghandhom jitnixxfu billi jigi ventilat il-fwar.

Il-pipetti ghandhom jigu sterilizzati fforn bl-arja shuna (4.1.1)

[I-Medium ta’ kultura — il-kont tal-plates tal-halib agar-

1I-Kompozizzjoni:

Estratt tal-hmira 2,5¢
Trittonju 50¢g
Glukosju (D) jew Dextrose 10¢g
Trab tal-halib xkumat 10¢g
[lma 1000 ml

It-trab tal-halib xkumat ghandu jkun maghmul minn sustanzi inibitorji. Dan ghandu jigi verifikat b’testijiet
komparattivi li juzaw trab tal-halib xkumat hieles minn sustanzi inibitorji.

Il-preparazzjoni

Issospendi u holl il-komponenti fl-ordni i gejja: l-estratt tal-hmira, it-trittonju, il-glukosju u fl-ahhar, it-trab
tal-halib xkumat, fl-ilma. Meta s-sospensjoni tissahhan il-procedura tkun assistita. Zid l-agar u sahhan ghat-
toghlija, waqt li thawwad kontinwament sakemm l-agar hu kompletament mahlul, jew fawwar ghal madwar
30 minuta.

Iffiltra minn karta tal-filtru, jekk necessarju.

Ikkontrolla 1-pH b’pH meter (4.1.4) u jekk necessarju aggusta l-pH sabiex, wara l-isterilizzazzjoni huwa

6,9 + 0,1 ma’ 25 °C bl-uzu ta’ soluzzjoni (mill-inqas 0,1 mol/1) ta’ l-idrossidu tas-sodju jew ta’ l-acidu ta’
l-idrokloriku.

Id-distribuzzjoni, l-isterilizzazzjoni u l-hazna tal-medium tal-kultura.

Ferra l-medium (5.1) fi kwantitajiet ta’ 100 sa 150 ml fkunjetti jew 12 sa 15-il ml ftubi (4.2.2). Aghlaq
il-kunjetti u t-tubi.

Sterilizza fl-awtoklavi (4.1.2) b'121 # 1 °C ghal 15-il minuta.
Ikkontrolla 1-pH tal-medium.

Jekk il-medium m’'ghandux jintuza immedjatament, ahzen fid-dlam ftemperatura bejn il-1 u 1= 5 °C ghal
mhux iktar minn xahar wara l-preparazzjoni.

Medium ta’ kultura kummer¢jali deidratat

[l-medium tal-kultura (5.1) jista’ jigi ppreparat minn medium deidratat kummercjali. Segwi l-istruzzjonijiet tal-
fabbrikant imma zid it-trab tal-halib xkumat qabel ma tholl jekk mhuwiex komponent.

Aggusta l-pH ghal 6,9 £ 0, 1 f 25 °C kif deskritt £'5.1 u ferra, sterilizza u ahzen il-medium kif deskritt £'5.2.

Id-dilwenti

Soluzzjoni peptone/salina

Il-kompozizzjoni:

Peptone: 10g
Klorur tas-sodju (NaCl) 85¢g
Ilma 1000 ml

Il-preparazzjoni:
Holl il-komponenti fl-ilma, billi ssahhan jekk necessarju.
Ikkontrolla 1-pH b’pH meter (4.1.4) u jekk necessarju aggusta I-pH sabiex, wara l-isterilizzazzjoni huwa

7.0 £ 0,1 ma’ 25 °C bl-uzu ta’ soluzzjoni (mill-ingas 0,1 mol/1) ta’ l-idrossidu tas-sodju jew ta’ l-acidu idrok-
loriku.
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6.2.

6.3.

7.1.

7.2.

7.3.

7.4.

7.5.

Id-distribuzzjoni, I-isterilizzazzjoni u I-hazna tad-dilwent

Ferra d-dilwent (6.1) f'test tubes (4.2.1) fi kwantitajiet b’tali mod illi wara l-isterilizzazzjoni kull tubu jikkont-
jeni 9,0 + 0, 2 ml tad-dilwent. Aghlaq it-tubi.

Sterilizza fl-awtoklavi (4.1.2) b'121 £ 1 °C ghal 15-il minuta.
Ikkontrolla 1-pH tad-dilwent.

Jekk id-dilwent m’ghandux jintuza immedjatament, ahzen fid-dlam ftemperatura bejn il-1 u I- 5 °C ghal
mhux iktar minn xahar wara l-preparazzjoni.

Dilwenti kummercjali deidratati

Id-dilwent (6.1) jista’ jigi ppreparat minn tablets jew trab deidratati kummercjali Segwi l-istruzzjonijiet tal-
fabbrikant Aggusta I-pH kif deskritt £6.1 u ferra, sterilizza u ahzen id-dilwenti kif deskritt £6.2.

Il-procedura

It-tidwib tal-medium

Qabel ma jibda l-ezami mikrobijologiku, dewweb l-ammont mehtieg tal-medium malajr u ttempra I-medium
ghal 45 + 1 °C fbanju ta’ l-ilma (4.1.5).

Il-preparazzjoni tal-kampjun tal-halib

Hallat il-kampjun tal-halib sewwa, sabiex il-mikro-organizmi huma ddistribwiti b’mod unit kemm jista’ jkun,

billi tagleb il-kontenitur tal-kampjun tal-halib malajr ghal 25 darba. Ir-raghwa ghandha tigi evitata jew tit-
halla tixtered. L-intervall bejn it-tahlit u t-tnehhija tal-porzjon tat-test m’'ghandux jeccedi t-tliet minuti.

Il-preparazzjoni tad-dilwizzjoni primarja (10™") (halib mhux ipprocessat u halib ippasturizzat)

Ittrasferixxi b'pipetta sterili (4.2.3) 1 ml tal-kampjun (7.2) tal-halib mhux ipprocessat jew tal-halib pasturiz-
zat £'9ml tad-dilwent (6.1) billi tevita kuntatt bejn il-pipetta u d-dilwent. It-temperatura tad-dilwent ghandha
tkun bejn wiehed u iehor l-istess bhal dik tal-kampjun tal-halib. Hallat din id-dilwizzjoni primarja
b'attenzjoni fil-mixer (4.1.9) ghal 5-10 sekondi.

B'hekk tkun ottenuta dilwizzjoni primatja ta’ 10~ .

1l-preparazzjoni ta’ iktar dilwizzjonijiet decimali (halib mhux ipprocessat u halib pasturizzat)

Ittrasferixxi b'pipetta sterili (4.2.3) 1ml tad-dilwizzjoni primarja (7.3) £ 9ml tad-dilwent (6.1) billi ssegwi
l-istruzzjonijiet moghtija £7.3.

Id-dilwizzjoni 10~ ® hija b’hekk ottenuta.
Irrepeti dawn l-operazzjonijiet biex jigu ottenuti iktar dilwizzjonijiet de¢imali sakemm in-numru appropr-
jat ta’ mikroorganizmi hu mistenni li jigi ottenut (8.1.1).

It-tilgim tal-kontenituri Petri

Halib mhux ippasturizzat: Ittrasferixxi b'pipetta sterili (4.2.3) 1 ml tal-kampjun u/jew id-dilwizzjoni
approprjata decimali fkontenitur (4.2.4) Mill-inqas zewg dilwizzjonijiet ghandhom jigu ezaminati Ippre-
para kontenitur wiehed minn kull dilwizzjoni maghzula kif approprjat (8.1.1.)

Halib pasturizzat: Ittrasferixxi b’pipetta sterili (4.2.3) 1 ml tal-kampjun u/fjew id-dilwizzjoni appropr-
jata decimali fkontenitur (4.2.4) Mill-ingas zewg dilwizzjonijiet ghandhom jigu ezaminati Ipprepara zewg
kontenituri minn kull dilwizzjoni maghzula kif approprjat (8.1.1).

Halib trattat b’UHT u halib sterilizzat (ezaminat wara inkubazzjoni ghal 15-il gurnata bi 30 °C -
l-Anness A tad-Direttiva, il-Kapitolu VII, il-punt 5):

Ittrasferixxi b’pipetta sterili (4.2.3) 0,1 ml tal-kampjun tal-halib (7.2) fkontenitur (4.2.4) Ipprepara zewg
kontenituri.
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7.6, It-tferrigh
Ferra’ madwar 15 sa 18-il ml tal-medja (7.1) fkull kontenitur imlagqam.

Hallat immedjatament wara t-tferrigh billi ddawwar il-kontenitur Petri bizzejjed biex tottjeni kolonji mxerrda
b'mod unit wara l-inkubazzjoni.

I-hin bejn l-ahhar tal-preparazjoni tal-kampjun tal-halib u t-tahlit, skond it-tip tal-halib, il-porzjon tat-test
jew id-dilwizzjoni mal-medium m'ghandux jec¢edi 15-il minuta.

Hallih jaghqad fuq superfici nadif, kiesah orizzontali.
7.7. L-inkubazzjoni tal-kontenituri Petri

Ittrasferixxi l-kontenituri ghall-inkubatur (4.1.3) Il-kontenituri fl-inkubatur ghandhom ikunu rashom 7isfel.
Tghabbix iktar minn sitta fuq xulxin. [l-lottijiet tal-kontenituri ghandhom ikunu separati minn xulxin u mill-
hitan u mis-saqaf ta’ l-inkubatur.

Inkubahom bi 30 £ 1 ° C ghal 72 * 2 siegha.

7.8. L-ghadd tal-kolonji
Ghodd il-kolonyji fil-kontenituri Petri li ma jikkontjenux iktar minn 300 kolonja.

Ezamina l-kontenituri fdawl baxx. Biex tiffacilita 1-ghadd, jistghu jintuzaw lenti addattati (4.1.6) ufjew kon-
tatur tat-talja(4.1.8). Evita li partikulati ta’ materja precipitata fil-kontenituri jigu interpretati bhala kolonji
pinpoint. Ezamina oggetti dubjuzi b'attenzjoni, bl-uzu ta’ lenti ta’ tkabbir oghla (4.1.7) meta mehtieg, biex
tiddistingwi oggetti minn materja barranija.

Kolonji li jixterrdu huma kkunsidrati bhala konlonji singoli. Jekk inqas minn kwart tal-kontenitur hu mehud
minn kolonji li jixterrdu, ghodd il-kolonji fil-parti mhux affettwata tal-kontenitur u kkalkula n-numru kor-
rispondenti ghall-kontenitur shih. Jekk iktar minn kwart tal-kontenitur hu mehud minn kolonyji li jixterrdu,
armi l-kontenitur.

8. Il-kalkolu u l-espressjoni tar-rizultati
8.1. Halib mhux ipprocessat u halib pasturizzat
8.1.1.  Uza l-ghadd mill-kontenituri kollha li jikkontjenu bejn 10 u 300 kolonja (ara 8.1.3 u 8.1.4).

8.1.2.  In-numru ta’ mikro-organizmi ghal kull 1ml ta’ halib mhux ipprocessat jew halib pasturizzat hu moghti bil-
formula:

yc

(n1 + 0,1n2) d

fejn:

>C hija t-total tal-kolonji kkuntjati £'8.1.1,

(n; +0,1n,)d hija ekwivalenti ghall-volum tal-kampjun plated fejn:

n, huwa n-numru ta’ kontenituri maghduda fl-ewwel dilwizzjoni,
n, huwa n-numru ta’ kontenituri maghduda fit-tieni dilwizzjoni,

d huwa I-fattur ta’ dilwizzjoni li minnu l-ewwel ghadd kien ottenut.

L-ghadd jinghata lil zewg figuri sinifikanti. Meta n-numru li ghandu igi arrotondat huwa 5, arrotonda sabiex
il-figura fuq ix-xellug immedjat hija biz-zewg.

Ezempju (halib pasturizzat):
Id-dilwizzjoni 10~ % 278 u 290 kolonja
d-dilwizzjoni 10™ > 133 u 28 kolonja

Numrufml _ 278 +290+33+28

(2+0,1x2)10"
629
0,022
= 28590
29000

2,9 x 10*
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8.2.

Jekk hemm biss ghadd inqas minn 10, irrapporta n-numru ta’ mikro-organizmi ghal kull millilitru bhala
“inqas minn 10 x d ghal kull ml”, u “d” jkun ir-reciproku tal-fattur tad-dilwizzjoni l-iktar baxx.

Jekk hemm biss ghadd li jeccedi 300 kolonja imma l-ghadd hu possibbli, kkalkula ghadd stmat u mmulti-

plika bir-reciproku tal-fattur tad-dilwizzjoni. Irrapporta r-rizultat bhala “Numru stmat ta’ mikro-organizmi
ghal kull ml”.

Halib ta’ UHT u halib sterilizzat

Ghadd ta’ plates ta’ iktar minn 10 kolonji b’0,1 ml ghandu jigi kkunsidrat li ma jissodIsfax iktar il-htigiet fid-
Direttiva 85/397KEE.

Il-precizjoni

Rizultati minn provi kollaborattivi accettati internazzjonalment ghad mhumiex disponibbli.
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V. L.EENUMERAZZJONI TA’ MIKRO-ORGANIZMI — IT-TEST TAL-KONT TAL-PLATES B’ 21 °C

4.2.1.

4.2.3.

4.2.4.

4.2.5.

L-iskop u l-qasam ta’ applikazzjoni

Din il-procedura tispecifika l-procedura ta’ referenza ghall-enumerazzjoni ta’ mikro-organizmi permezz ta’
teknika ta’ ghadd ta’ kolonji b’ 21 °C fuq halib pasturizzat wara l-inkubazzjoni tal-halib b’ 6 °C ghal hamest
fjiem biex jigi ddeterminat il-grad ta’ kontaminazzjoni tal-halib pasturizzat b’'mikro-organizmi psikotropici
kapaci li jimmultiplikaw fil-halib b’ 6 °C.

It-tifsira

In-nominazzjoni “mikro-organizmi” tfisser: organizmi li jiffurmaw kolonji kontabili meta inkubati ajrubi-
kament taht il-kondizzjonijiet deskritti.

Il-principju
Il-halib pasturizzat hu inkubat b’ 6 °C ghal hamest ijiem. Volum definit tal-kampjun tal-halib hu mhallat

mal-medja ta’ kultura fkontenituri Petri u inkubat f 21 °C ghal 25 siegha. Il-kolonji jitghaddu u n-numru ta’
mikro-organizmi ghal kull 1ml ta’ halib pasturizzat hu kkalkulat.

Apparat u affarijiet tal-hgieg

It-taghmir tal-laboratorju tas-soltu u, b'mod partikolari:
L-apparat

Forn ta’ l-arja shuna, kapaci li jopera £ 170 sa 175 °C.
Awtoklavi, kapaci li jopera f 121 = 1 °C.

Inkubaturi, kapaci li jmantnu temperatura ta’

(@) 60,2 °C

(b) 21 £ 1°C

fil-punti kollha fihom.

pH meter, bkumpens ta’ temperatura, ezatt sa unita + 0,1 pH.
Banju ta’ l-ilma, kapaci li jopera f 45 £ 1 °C.

Lenti, tkabbir 2 — 4x.

Lenti, tkabbir 8 — 10x.

II-kontatur tat-talja.

Mixer kapaci jhallat 1 ml tal-kampjun ta-halib jew dilwizzjoni de¢imali ma’ 9ml dilwent u li jahdem fuq
il-principju ta’ rotazzjoni eccentrika tal-kontenut tat-test tube.

Affarijiet tal-hgieg

Test tubes b'gheluq xieraq u b’kapacita bizzejjed biex jikkontjenu, bi spazju fuq bizzejjed ghat-tahlit, 10
ml tad-dilwizzjoni primarja jew dilwizzjonijiet decimali ohrajn.

Fliexken, ta’ kapacita ta’ 150 sa 250 ml jew tubi, madwar 20ml kapacita, biex izommu I-medja tal-kultura.

Pipetti (mizduda bit-tajjar) tal-hgieg jew ta’ materjal sterili sintetiku b’ponta mhux miksura ta’ kapacita
nominali ta’ Iml u li jkollhom fetha ta’ dijametru 1,75 sa 3 mm.

Kontenituri Petri, ta’ hgieg car mhux ikkulurit jew materjal sterili sintetiku, bil-kontenitur fil-giegh li
jkollu dijametru intern ta’ madwar 90 —100 mm. Il-fond intern ghandu jkun ta’ minimu ta’ 10 mm. Il-qiegh
ma ghandu jkollu ebda irregolarita li tithallat mal-kolonji ta’ I-ikkuntjar.

L-Isterilizzazzjoni ta’ l-affarijiet tal-hgieg

L-affarijiet tal-hgieg ghandhom ikunu sterilizzati b'wahda mill-proceduri li gejjin:

(a) billi jinzammu £170 sa 175 °C ghal mhux inqas minn siegha fforn ta’ l-arja shuna (4.1.1);
(b) billi jinzammu 121 + 1 °C ghal mhux inqas minn 20 minuta fawtoklavi (4.1.2).



03/Vol. 11

Tl-Gurnal Uffi¢jali ta’ 1-Unjoni Ewropea

209

5.1.

5.2.

5.3.

6.1.

Fl-awtoklavi ghandu jkun hemm attenzjoni biex tigi assigurata penetrazzjoni adegwata ta’ fwar — ez. jekk
it-taghmir hu sterilizzat fkontenituri, dawn m’ghandhomx ikunu maghlugin issikkati, il-fliexken ghandu
jkollhom ghotjien mahlula.

Affarijiet tal-hgieg sterilizzati fl-awtoklavi ghandhom jitnixxfu billi jigi ventilat il-fwar.

Il-pipetti ghandhom jigu sterilizzati fforn bl-arja shuna (4.1.1).

Il-medja ta’ kultura — il-kont tal-plates tal-halib agar

II-kompozizzjoni:

Estratt tal-hmira 2.5¢

Trittonju 50¢g

Glukosju D(+) jew id-dextrose 1.0 g

Trab tal-halib xkumat 10g

Agar 10 sa 15-il g jiddependi fuq il-karatteristici ta’ taghqid ta’ l-agar uzat
Ima 1000 ml

It-trab tal-halib xkumat ghandu jkun hieles minn sustanzi inibitorji. Dan ghandu jigi vverifikat b'testijiet kom-
parattivi bl-uzu ta’ trab tal-halib xkumat maghruf li jkun hieles minn sustanzi inibitorji.

Il-preparazzjoni:

Issospendi u dewweb il-komponenti fl-ordni li gejja: l-estratt tal-hmira, it-trittonju, il-glukosju u fl-ahhar,
it-trab tal-halib xkumat, fl-lma. Meta s-sospensjoni tissahhan il-proc¢edura tkun assistita. Zid l-agar u sahhan
ghat-toghlija, waqt li thawwad kontinwament sakemm l-agar hu kompletament imdewweb, jew fawwar
ghal madwar 30 minuta.

Iffiltra minn karta tal-filtru, jekk necessarju.

Ikkontrolla I-pH b'metru tal-pH (4.1.4) u jekk necessarju aggusta I-pH sabiex, wara l-isterilizzazzjoni huwa

6.9 + 0,1 ma’ 25 °C bl-uzu ta’ soluzzjoni (mill-inqas 0,1 mol/1) ta’ l-idrossidu tas-sodju jew ta’ l-acidu idrok-
loriku.

Id-distribuzzjoni, l-isterilizzazzjoni u I-hazna tal-medja tal-kultura.

Ferra I-medja (5.1) fi kwantitajiet ta’ 100 sa 150 ml fi fliexken jew 12 sa 15-il ml ftubi (4.2.2). Aghlag
il-fliexken u t-tubi.

Sterilizza fl-awtoklavi (4.1.2) b’ 121 + 1 °C ghal 15-il minuta.
Ikkontrolla I-pH tal-medja.

Jekk il-medja m'ghandhiex tintuza immedjatament, ahzinha fid-dlam ftemperatura bejn il-1 u I- 5 °C ghal
mhux iktar minn xahar wara l-preparazzjoni.

Medja ta’ kultura deidrata kummercjali

Il-medja tal-kultura (5.1) tista’ tigi ppreparata minn medja deidratata kummer¢jali. Segwi l-istruzzjonijiet tal-
fabbrikant imma zid it-trab tal-halib xkumat qabel ma ddewweb jekk mhuwiex komponent.

Aggusta I-pH ghal 6,9 £ 0,1 £ 25 °C kif deskritt £5.1 u ferra’ sterilizza u ahzen il-medja kif deskritt £'5.2.

1d-Dilwenti

Is-soluzzjoni Peptone/salina:

Kompozizzjoni:

Peptone 1.0g
Klorur tas-sodju (NaCl) 85g
[Ima 1 000 ml

[l-preparazzjoni:
Dewweb il-komponenti fl-ilma, billi ssahhan jekk necessarju.
Ikkontrolla I-pH b'metru tal-pH (4.1.4) u jekk necessarju aggusta I-pH sabiex, wara l-isterilizzazzjoni huwa

7.0 £0,1 ma’ 25 °C bl-uzu ta’ soluzzjoni (mill-ingas 0,1 mol/1) ta’ l-idrossidu tas-sodju jew ta’ l-acidu idrok-
loriku.
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6.2.

6.3.

7.1.

7.2

7.2.1.

7.2.2.

7.3.

7.4.

7.5.

7.6.

Id-distribuzzjoni, l-isterilizzazzjoni u l-hazna tad-dilwent

Ferra d-dilwent (6.1) f'test tubes (4.2.1) fi kwantitajiet b’tali mod illi wara l-isterilizzazzjoni kull tubu jikkont-
jeni 9,0 £ 0,2 ml tad-dilwent. Aghlaq it-tubi.

Sterilizza fl-awtoklavi (4.1.2) b’121 £ 1 °C ghal 15-il minuta. Ikkontrolla 1-pH tad-dilwent.

Jekk il-medja m'ghandhiex tintuza immedjatament, ahzinha fid-dlam ftemperatura bejn il-1 u 1- 5 °C ghal
mhux iktar minn xahar wara l-preparazzjoni.
Dilwenti deidrati kummercjali

Id-dilwent (6.1) jista’ jigi ppreparat minn tablets jew trab deidratati kummercjali. Segwi l-istruzzjonijiet tal-
fabbrikant. Aggusta l-pH kif deskritt £6.1 u ferra, sterilizza u ahzen id-dilwenti kif deskritt £6.2.

Il-procedura

It-tidwib tal-medja

Qabel ma jibda l-ezami mikrobijologiku, dewweb l-ammont mehtieg tal-medja malajr u ttempra l-medja
ghal 45 % 1 °C fbanju ta’ l-ilma (4.1.5).

Il-preparazzjoni tal-kampjun tal-halib

Inkuba pakkett mhux miftuh ta’ halib pasturizzat, jew jekk dan hu impossibbli kampjun rapprezentattiv
mhux inqas minn 100 ml ghal 120 siegha * 2 sighat f6 + 0,5 °C finkubatur (4.1.3(a)).

Wara l-inkubazzjoni hallat il-kampjun tal-halib sewwa, sabiex il-mikro-organizmi huma ddistribwiti b'mod
unit kemm jista’ jkun, billi tagleb il-kontenitur tal-kampjun tal-halib malajr ghal 25 darba. Ir-raghwa
ghandha tgi evitata jew tithalla tixtered. L-intervall bejn it-tahlit u t-tnehhija tal-porzjon tat-test m’ghandux
jeccedi t-tliet minuti.

Il-preparazzjoni tad-dilwizzjoni primarja (10~ ')

Ittrasferixxi b'pipetta sterili (4.2.3) 1 ml tal-kampjun (7.2.2) £9ml tad-dilwent (6.1) billi tevita kuntatt bejn
il-pipetta u d-dilwent. It-temperatura tad-dilwent ghandha tkun bejn wiehed u ichor I-istess bhal dik tal-
kampjun tal-halib. Hallat din id-dilwizzjoni primarja b’attenzjoni bl-uzu ta’ mixer (4.1.9) ghal 5 sa 10
sekondi.

B'hekk tkun ottenuta dilwizzjoni primarja ta’ 107 .

Il-preparazzjoni ta’ dilwizzjonijiet decimali ohrajn

Ittrasferixxi b’pipetta sterili (4.2.3) 1ml tad-dilwizzjoni primarja (7.3) £9ml tad-dilwent (6.1) billi ssegwi
l-istruzzjonijiet moghtija £7.3.

Id-dilwizzjoni 10~ ? hija b’hekk ottenuta.

Irrepeti dawn l-operazzjonijiet biex jigu ottenuti iktar dilwizzjonijiet de¢imali sakemm in-numru appropr-
jat ta’ mikro-organizmi hu mistenni li jigi ottenut (8.1).

It-tilgim tal-kontenituri Petri

Ittrasferixxi b’pipetta sterili (4.2.3) 1 ml tal-kampjun ufjew id-dilwizzjoni decimali approprjata fkontenitur
(4.2.4) Mill-ingas zewg dilwizzjonijiet ghandhom jigu ezaminati Ipprepara zewg kontenituri minn kull dil-
wizzjoni maghzula kif approprjat (8.1).

It-tferrigh

Ferra madwar 15 sa 18-il ml tal-medja (7.1) fkull kontenitur moghti t-tilgima.

Hallat immedjatament wara t-tferrigh billi ddawwar il-kontenitur Petri bizzejjed biex tottjeni kolonji mxerrda
b'mod unit wara l-inkubazzjoni.

[I-hin bejn l-ahhar tal-preparazzjoni tal-kampjun tal-halib u t-tahlit tad-dilwizzjoni mal-medja m’ghandux
jeccedi 15-il minuta.

Hallih jaghqgad fuq wic¢ nadif, kiesah orizzontali.
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7.7.

7.8.

8.1.

8.2.

8.3.

8.4.

L-inkubazzjoni tal-kontenituri Petri

Ittrasferixxi -kontenituri ghall-inkubatur (4.1.3(b)). Il-kontenituri fl-inkubatur ghandhom ikunu rashom 1
isfel. Tghabbix iktar minn sitta fuq xulxin. Il-lottijiet tal-kontenituri ghandhom ikunu separati minn xulxin
u mill-hitan u mis-saqaf ta’ l-inkubatur.

Inkubahom £21 £ 1 °C ghal 25 siegha.
L-ikkuntjar tal-kolonji
Ghodd il-kolonyji fil-kontenituri Petri li ma jikkontjenux iktar minn 300 kolonja.

Ezamina I-kontenituri fdawl baxx. Biex tiffacilita l-ikkuntjar, jistghu jintuzaw lenti adattati (4.1.6) ufjew kun-
tatur tat-talja (4.1.8). Evita li partikulati ta’ materja precipitata fil-kontenituri jigu interpretati bhala kolonji
pinpoint. Ezamina oggetti dubjuzi b’attenzjoni, bl-uzu ta’ lenti ta’ ingradiment effettiv oghla (4.1.7) meta
mehtieg, biex tiddistingwi oggetti minn materja barranija.

Kolonji li jixterrdu huma kkunsidrati bhala konlonji singoli. Jekk inqas minn kwart tal-kontenitur hu mehud
minn kolonji li jixterrdu, ghodd il-kolonji fil-parti mhux affettwata tal-kontenitur u kkalkula n-numru kor-
rispondenti ghall-kontenitur shih. Jekk iktar minn kwart tal-kontenitur hu mehud minn kolonji i jixterrdu,
armi l-kontenitur.

Il-kalkolu u l-espressjoni tar-rizultati
Uza I-ghadd mill-kontenituri kollha li jikkontjenu bejn 10 u 300 kolonja (ara 8.3 u 8.4).
In-numru ta’ mikro-organizmi ghal kull 1ml ta’ halib pasturizzat hu moghti bil-formula:

yc

(n1 + 0,1n2) d

fejn

>C huwa t-total tal-kolonji maghduda bhal f 8.1,

(n; +0,In,)d huwa ekwivalenti ghall-volum tal-kampjun plated fejn:

n, huwa n-numru ta’ kontenituri maghduda fl-ewwel dilwizzjoni,

n, huwa n-numru ta’ kontenituri maghduda fit-tieni dilwizzjoni,

d huwa I-fattur ta’ dilwizzjoni li minnu l-ewwel ghadd kien ottenut.

L-ghadd jinghata lil zewg figuri sinifikanti. Meta n-numru li ghandu jigi arrotondat huwa 5, arrotonda sabiex
il-figura fuq ix-xellug immedjat hija biz-zewg.

Ezempju:
Id-dilwizzjoni 10™ % 278 u 290 kolonja
Id-dilwizzjoni 10” *: 33 u 28 kolonja

Numrufml _ 278 +290+33+28

(2+0,1x2)10"
629
0,022
= 28590
29,000

2,9 x 10*

Jekk hemm biss ghadd inqas minn 10, irrapporta n-numru ta’ mikro-organizmi ghal kull millilitru bhala
“inqas minn 10 x d ghal kull ml”; u “d” jkun ir-reciproku tal-fattur tad-dilwizzjoni l-iktar baxx.

Jekk hemm biss ghadd li jeccedi 300 kolonja imma l-ghadd hu possibbli, ikkalkula ghadd stmat u mmulti-

plika bir-reciproku tal-fattur tad-dilwizzjoni. Irrapporta r-rizultat bhala “Numru stmat ta’ mikro-organizmi
ghal kull ml”.

Il-precizjoni

Rizultati minn provi kollaborattivi accettati internazzjonalment ghad mhumiex disponibbli.
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4.2.2.

4.2.3.

4.2.4.

4.2.5.

VI. ENUMERAZZJONI TAL-KOLIFORMI — L-GHADD TAL-KOLONJI BI 30 °C

L-iskop u l-qasam ta’ applikazzjoni

Din il-procedura tispecifika I-procedura ta’ referenza ghall-enumerazzjoni ta’ koliformi fhalib pasturizzat
permezz ta’ teknika ta’ ghadd tal-kolonji bi 30 °C.

It-tifsira

In-nomina “koliformi” tfisser batterjili ma’ 30 °C tifforma kolonji karatteristici jew kolonji mhux karatteristici
li jiffermentaw il-lattosju bil-produzzjoni tal-gass taht il-kondizzjonijiet deskritti.

Il-principju
Volum definit tal-kampjun tal-halib hu mhallat mal-medium ta’ kultura f kontenituri Petri u inkubat fi 30 °C
ghal 24 siegha. Kolonji karatteristici huma maghduda u jekk necessarju l-identita ta’ kolonji mhux

karatteristici hija kkonfermata b’ezami ghall-abbilta li jiffermentaw il-lattosju. In-numru ta’ koliformi ghal
kull 1ml ta’ halib pasturizzat huwa mbaghad ikkalkulat.

Apparat u affarijiet tal-hgieg

It-taghmir tal-laboratorju tas-soltu u, b'mod partikolari:

L-apparat

Forn ta’ l-arja shuna, kapaci li jopera £170 sa 175 °C.

Awtoklavi, kapaci li jopera £ 121 = 1 °C.

Inkubatur, kapaci li jzomm temperatura ta’ 30 + 1 °C fil-punti kollha fih.
pH-meter, bkumpens ta’ temperatura, ezatt sa unita + 0,1 pH.

Banju ta’ l-ilma, kapaci li jopera £45 £ 1 °C.

Labra tal-wajer maghmula mill-platinum-iridium jew minn nikel-kromju.

Affarijiet tal-hgieg

Test tubes b'gheluq xieraq u ta’ kapacita ta’ 20 ml, biex izommu l-medium konformatorju (5.2) u tubi Dur-
ham ta’ dimensjonijiet approprjati ghall-uzu mat-test tubes.

Kunjetti ta’ kapacita 150 sa 250 ml biex izommu I-medium solidu selettiv (5.1).

Pipetti (mizduda bit-tajjar) tal-hgieg jew ta’ materjal sterili sintetiku b’ponta mhux miksura ta’ kapacita
nominali ta’ 1-10 ml u li jkollhom fetha ta’ dijametru 1,75 sa 3 mm.

Kontenituri Petri, ta’ hgieg car mhux ikkulurit jew materjal sterili sintetiku, bil-kontenitur fil-giegh li
jkollu dijametru intern ta’ madwar 90-100 mm. Il-fond intern ghandu jkun ta’ minimu ta’ 10 mm. Il-qiegh
ma ghandu jkollu ebda irregolarita li tithallat mal-kolonji ta’ I-ghadd.

L-Isterilizzazzjoni ta’ l-affarijiet tal-hgieg:

L-Affarijiet tal-hgieg ghandhom ikunu sterilizzati b'wahda mill-proceduri li gejjin:

(a) billi jinzammu £170 sa 175 °C ghal mhux inqas minn siegha fforn ta’ l-arja shuna (4.1.1);
(b) billi jinzammu £121 * 1 °C ghal mhux inqas minn 20 minuta fawtoklavi (4.1.2).

Fl-awtoklavi ghandu jkun hemm attenzjoni biex tigi assigurata penetrazzjoni adegwata ta’ fwar — ez. jekk
it-taghmir hu sterilizzat fkontenituri, dawn m’ghandhomx ikunu maghlugin issikkati, il-fliexken ghandu
jkollhom ghotjien mahlula.

Affarijiet tal-hgieg sterilizzati fl-awtoklavi ghandhom jitnixxfu billi jigi ventilat il-fwar.

[I-pipetti ghandhom jigu sterilizzati fforn bl-arja shuna (4.1.1).
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5.

5.1.

5.2.

5.3.

6.1.

II-Medium tal-Kultura

Agar lattosju ta” bili vjola homor (Agar LBVH) Medium solidu selettiv

Kompozizzjoni:

Peptone 78

Estratt tal-hmira 3¢

Lattosju (C;,H,,0,,, H,0) 10g

Klorur tas-sodju (NaCl) 5¢

Melh tal-bili 15¢

Ahmar newtrali 003¢g

Vjola kristall 0,002 g

Agar 10 sa 15 g (jiddependi fuq il-karatteristici ta’ taghqid ta’ l-agar uzat)
Ima 1000 ml

Il-preparazzjoni:

Issospendi u holl il-komponenti fl-ilma u hallihom joqoghdu ghal diversi minuti, imbaghad hallat vigoro-
Zament.

Ikkontrolla 1-pH b’pH-meter (4.1.4) u jekk necessarju aggusta l-pH sabiex, wara t-toghlija, huwa 7.4 £ 0,1
ma’ 25 °C bl-uzu ta’ soluzzjoni (mill-ingas 0,1 mol/1) ta’ l-idrossidu tas-sodju jew ta’ l-a¢idu idrokloriku.

Gib malajr ghat-toghlija, u dawwar minn Zmien ghal Zmien u ferra’ immedjatament fi kwantitajiet ta’ 100
sa 150 ml f kunjetti sterili (4.2.2). Ittempra l-medium fbanju ta’ l-ilma (4.1.5) b’ 45 £ 1 °C

L-isterilita tal-medium ghandha tigi kkontrollata fil-hin ta’ l-uzu (ara 6.4).

Utza I-medium fi Zmien tliet sighat mill-preparazzjoni tieghu.

Brodu ta’ bili tal-lattosju ahdar jghajjat. Medium ta’ Konferma.

Kompozizzjoni:

Peptone 10g
Lattosju (C,,H,,0,,, H,O) 10¢g

Bili deidrati tal-gendus 20g
Ahdar jghajjat 0,0133 g
Ima 1000 ml

Il-preparazzjoni:

Holl il-komponenti fl-ilma billi tghalli.

Ikkontrolla I-pH b'metru tal-pH (4.1.4) u jekk necessarju aggusta I-pH sabiex, wara l-isterilizzazzjoni huwa
7.2 20,1 ma’ 25 °C bl-uzu ta’ soluzzjoni (mill-inqas 0,1 mol/1) ta’ l-idrossidu tas-sodju jew ta’ I-ac¢idu idrok-
loriku.

Ferra’ l-medium, fi kwantitajiet ta’ 10 ml, f test tubes (4.2.1) li jikkontjenu tubi Durham. Aghlaq it-tubi.
Sterilizza fl-awtoklavi (4.1.2) b’ 121 + 1 °C ghal 15-il minuta.

It-tubi Durham m’ghandhomx jikkontjenu bziezaq ta’ l-arja wara l-isterilizzazzjoni.

Ikkontrolla I-pH tal-medja.

Jekk il-medium m’'ghandux jintuza immedjatament, ahznu fid-dlam ftemperatura bejn iz-0 u I- 5 °C ghal
mhux iktar minn xahar wara l-preparazzjoni.

Medium ta’ kultura deidrat kummer¢jali

1l-medium tal-kultura (5.1) jista’ jigi ppreparat minn medium deidratat kummercjali. Segwi l-istruzzjonijiet tal-
fabbrikant. Aggusta I-pH u ferra’, ghalli jew sterilizza u ahzen il-medium kif deskritt £ 5.1 u 5.2.
Il-procedura

Il-medium

Uza l-medium (agar VRBL) kif deskritt  5.1.
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6.2.

6.3.

6.4.

6.5.

6.6.

6.6.1.

6.7.

7.1.

7.2

7.3.

Il-preparazzjoni tal-kampjun tal-halib
Hallat il-kampjun tal-halib sewwa, sabiex il-mikro-organizmi huma ddistribwiti b'mod unit kemm jista’ jkun,

billi taqleb il-kontenitur tal-kampjun tal-halib malajr ghal 25 darba. Ir-raghwa ghandha tgi evitata jew tit-
halla tixtered. L-intervall bejn it-tahlit u t-tnehhija tal-porzjon tat-test m’'ghandux jeccedi t-tliet minuti.

It-tilgim tal-kontenituri Petri

3 ml tal-kampjun tal-halib (6.2) huma mlaqqma billi jigi trasferit b’pipetta sterili (4.2.3) 1 ml tal-kampjun
tal-halib fkull wiehed mit-tliet kontenituri (4.2.4)

It-tferrigh
Ferra agar VRBL (6.1) fkull kontenitur imlagqam fi kwantitajiet ta’ madwar 12-il ml.

Hallat immedjatament wara t-tferrigh billi ddawwar il-kontenitur Petri bizzejjed biex tottjeni kolonji mxer-
reda b'mod unit wara l-inkubazzjoni.

[I-hin bejn l-ahhar tal-preparazzjoni tal-kampjun tal-halib u t-tahlit tad-dilwizzjoni mal-medja m’ghandux
jeccedi 15-il minuta.

Ipprepara ghal skopijiet ta’ sterilita bhala kontroll kontenitur mhux imlaqqam, b’12-il ml ta’ l-agar VRBL uzat
ghall-kontenituri mlaggma.

Hallih jaghqad fuq superfici nadif kiesah sakemm il-medium ikun qaghad.
Wara solidifikazzjoni kompleta ferra’ mill-inqas 4 ml agar VRBL (6.1) fuq is-superfici tal-medium imlaqqam.

Hallih jaghqad.

L-inkubazzjoni tal-kontenituri Petri
Ittrasferixxi l-kontenituri ghall-inkubatur (4.1.3) Il-kontenituri fl-inkubatur ghandhom ikunu rashom 7 isfel.
Tghabbix iktar minn sitta fuq xulxin. Il-lottijiet tal-kontenituri ghandhom ikunu separati minn xulxin u mill-
hitan u mis-saqaf ta’ l-inkubatur.

Inkubahom fi 30 £ 1 °C ghal 24 * 2 siegha.
L-ghadd tal-kolonji

Ghodd il-kolonji fil-kontenituri Petri li ma jikkontjenux iktar minn 150 kolonja. Ghodd il-kolonji homor
skuri li jkollhom dijametru ta’ mill-inqas 0,5 mm bil-materja solida madwar jew minghajrha, karatteristika

ghall-koliformi.

Jekk il-kolonji kollha jew ftit minnhom ghandhom aspett mhux karatteritsiku (ez. ivarjaw fil-kulur, fid-dags
jew fil-formazzjoni tal-materja solida madwar mill-kolonji tipici) wettaq test ta’ konferma (6.7).

Test ta’ konferma

Skond l-indikazzjonijiet moghtija £'6.6.2 wettaq test ta’ konferma fuq numru xieraq (ez. tlieta sa hamsa) ta’
kolonji mhux karatteristi¢i permezz ta’ tilgim ftubi ta’ brodu ta’ bili lattosju ahdar jghajjat (5.2) bl-uzu ta’
labra tal-wajer (4.1.6). Inkuba t-tubi fi 30 £ 1 © C ghal 24 * 2 siegha.

Ikkunsidra I-kolonji li jipproducu gass fit-tubu Durham bhala koliformi konfermati.

II-Kalkolu u l-espressjoni tar-rizultati
Uza ghadd (ara 7.4) minn kontenituri li ma jikkontjenux iktar minn 150 kolonja.

Jekk hu applikat test ta’ konferma, ikkalkula n-numru ta’ kolonji ta’ koliformi mill-per¢entwali tal-kolonji ta’
koliformi konfermati.

In-numru ta’ koliformi ghal kull 1ml ta’ halib pasturizzat hu moghti bil-formula:

xc

n

fejn:
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2C huwa n-numru totali ta’ kolonji ta’ koliformi (7.1 inkonnessjoni ma’ 7.2) misjuba mill-ezami tal-
kampjun tal-halib (3 ml),

N huwa n-numru ta’ millilitri tal-kampjun ezaminat (6.3) (3 ml).

L-ghadd hu moghti lil zewg figuri sinifikanti meta hemm iktar minn 100 kolonja. Meta n-numru li ghandu
jigi arrotondat huwa 5, arrotonda sabiex il-figura fuq ix-xellug immedjat hija biz-zewsg.

Jekk hemm biss ghadd li jeccedi 150 kolonja, irrapporta r-rizultat bhala “Numru stmat ta’ koliformi ghal
kull 1ml”.

8. Il-precizjoni

Rizultati minn provi kollaborattivi accettati internazzjonalment mhumiex disponibbli.
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5.1.

5.2.

VII. L-ENUMERAZZJONI TA’ CELLOLI SOMATICI

Din il-procedura tispecifika zewg proceduri bhala proceduri ta’ referenza ghall-enumerazzjoni ta’ celloli
somatici.

A. Il-metodu mikroskopiku

B. Il-metodu fluoro-opto-elettroniku

A.  Il-metodu mikroskopiku

L-iskop u l-qasam ta’ applikazzjoni

Din il-procedura tispecifika I-procedura ta’ referenza ghall-enumerazzjoni ta’ celloli somatici fhalib mhux
ipprocessat.

Din il-procedura tispecifika I-procedura ghall-enumerazzjoni tan-numru ta’ ¢elloli f kampjun tal-halib biex
tigi kkalibrata u ezaminata l-ezattezza tal-procedura fluoro-opto elettronika (ara B.1).

It-tifsira

Ghal din il-procedura ¢elloli somati¢i huma dawk ic-celloli, ez. ¢elloli leucocytes u epithelial li n-nuklei tagh-
hom jistghu jittebbghu b'mod distint bl-uzu tal-blu methylene.

II-prin¢ipju
0,01 ml tal-halib hu mxerred tul 1 ¢m? ta’ mejla Il-film u mnixxef u mtebbgha L-Ghadd isir bl-uzu ta’

mikroskopju. In-numru ta’ celloli somati¢i maghduda farja definita hu mmultiplikat bil-fattur operattiv
sabiex ikunu ottenuti n-numru ta’ ¢elloli/ml.

Ir-riagenti
Kimici analitici ta’ grad ghandhom jintuzaw.

Is-soluzzjoni taz-zebgha tal-kulur:

Kompozizzjoni:

11-Blu methylene 0,6¢g
L-Etanol — 99 % 54 ml
1,1,1-trikloroetan jew tetrakloroetan 40 ml
Acidu acetiku gla¢jali 6 ml
Twissija

It-Tetrakloroetan huwa velenuz. Jekk uzata l-preparazzjoni u l-applikazzjoni ghandhom jitwettqu feupboard
tad-duhhan

I1-Preparazzjoni:
Hallat l-etanol u 1,1,1-trikloroetan jew tetrakloroetan fi flixkun u sahhan fbanju ta’ l-ilma sa 60 sa 70 °C Zid
il-blu methylene, hallat b'attenzjoni, kessah fi frigg sa 4 °C tul 12 sa 24 siegha u zid l-acidu acetiku glacjali.

Iffiltra, bl-uzu ta’ filtru b'daqs ta’ pori ta’ 10 sa 12 mikroni jew inqas, u ahzen is-soluzzjoni taz-zebgha tal-
kulur fi flixkun mitbuq Jekk huma ffurmati partikolati jew sediment, iffiltra darb’ohra gabel l-uzu.

L-Apparatu affarijiet tal-hgieg
Mikroskopju, b'ingradiment effettiv ta’ x 500 sa x 1 000.

Mikrosiringa, 0,01 ml b'ezattezza ta’ + 2 % jew ahjar.
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5.3.

5.4.

5.5.

5.6.

5.7.

6.1.

6.2.

6.3.

6.4.

6.5.

6.6.

7.1.

7.2.

Mejla, b'arja ta’ 20 mm x 5 mm immarkata ghall-film, jew mejla standard u template ta’ 20 mm x 5 mm ghall-

film.

Hot plate illivellat, (30 sa 50 °C) biex jitnixxfu I-mejliet.
Fann(li jnixxef ix-xaghar), ghat-tnixxif tal-film.
Banju ta’ I-ilma, kapaci li jopera b’ 30 sa 40 °C biex jissahhan il-kampjun tal-halib.

Mejla mikrometra ta’ stadju, irrigata fdivizjonijiet ta’ 0,01 mm.

Il-procedura

II-kampjun tal-halib

Il-kampjun tal-halib ghandu jkun ittestjat fi zmien sitt sighat minn meta jittiehdu l-kampjuni. Tul il-hazna
it-temperatura tal-kampjun m'ghandhiex teccedi 6 °C L-iffrizar ghandu jigi evitat

1l-preparazzjoni tal-kampjun fil-laboratorju

Sahhan il-kampjun fbanju ta’ l-ilma (5.6) sa 30 sa 40 °C Imbaghad hallat b'attenzjoni. Kessah sat-temperatura
li fiha I-mikrosiringa (5.2) giet kalibrata, ez. 20 °C.

It-trattament minn qabel tal-mejliet

Naddaf il-mejliet (5.3), per ezempju b’etanol, nixxef b’karta hielsa mit-trab, qabbad bi fjamma u kessah.
Ahzen fkaxxa biex tevita t-trab.

Il-preparazzjoni tal-film

Nehhi 0,01ml tal-halib mill-kampjun ippreparat bhal fuq bl-uzu ta’ mikrosiringa (5.2). Naddaf fuq barra tas-
siringa fkuntatt mal-halib b'attenzjoni Qieghed is-siringa fuq il-mejla (5.3), billi -ewwel tpingi l-linja ta’ barra
tal-forma (20 mm x 5 mm). Imbaghad imla l-arja b’'mod unit kemm jista jkun. Ixxotta l-film fuq hot plate illi-
vellat (5.4) sakemm niexef ghal kollox.

Ghandhom jigu ppreparati u ezaminati mill-inqas zewg films minn kull kampjun tal-halib.

It-tizbigh bil-kulur tal-films

Bill fsoluzzjoni ta’ Zebgha bil-kulur (4) ghal 10 minuti Nixxef, u kompli b’fann (5.5) jekk mehtieg Bill il-films
filma tal-vit sakemm iz-zebgha tal-kulur zejda kollha titnehha. Imbaghad nixxef ghal darb’ohra u ahzen waqt
li tipprotegi kontra t-trab.

II-kalibrazzjoni tal-qasam mikroskopiku

Jiddependi fuq l-ingradiment effettiv maghzul (x 500 sa x 1 000) iddetermina bil-mejla mikrometra ta’
l-istadju (5.7) id-dijametru tal-qasam mikroskopiku.

L-ghadd u l-kalkolu

L-ghadd tac-celloli

Uza mikroskopju (5.1) Minflok tghodd i¢-celloli, biss in-nuklei tac-celloli huma maghduda Dawn jintgharfu
b'mod car u ghall-ghadd mill-inqas nofs in-nukleu ghandu jidher fil-qasam mikroskopiku Ghodd l-istrixxi
jew l-ogsma minn nofs it-terz tal-film, evita li tghodd l-istrixxi jew l-ogsma maghzula esklussivament mill-
arji periferali tal-film Il-preparazzjoni tal-film battenzjoni, u ghalhekk kemm huma ta’ minjoqghod fughom
ir-rizultati, ghandhom jigu kkontrollati mill-inqas darba fxahar billi jinghaddu I-partijiet differemti tal-film
L-ghadd jista’ wkoll jitwettaq billi jinghaddu l-ogsma mikroskopici mxerrda f'sistema sabiex il-partijiet kollha
tal-film huma rapprezentati b’'mod ugwali.

In-numru minimu tac-celloli li ghandhom jinghaddu

Ladarba l-ghadd mikroskopiku ta’ celloli somatici jista” wkoll jintuza ghall-istandardizzazzjoni ta’ proceduri ta’
|-ghadd awtomatici u mekkanizzati, il-koefficjent tal-varjazzjoni ta’ I-ghadd fuq kampjuni identi¢i m’ghandux ikun
oghla minn dak ta’ strumenti elettronici. Il-koeffi¢jent ta’ varjazzjoni fuq kampjun tal-halib li jikkontjeni 400 000
sa 600 000 cellola/ml m'ghandux jeccedi 5 %.
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7.3.

7.3.2.

7.4.

7.5.

In-numru ta’ celloli somatici li ghandu jinghadd fkull kampjun ghandu, skond il-karatteristici tad-
distribuzzjoni Poisson, ikun mill-inqas 400 sabiex jilhaq din ir-rata ta’ repetizzjoni.

Id-distribuzzjoni Poisson tippresupponi

fejn
M huwa l-valur medju

V  hija l-varjazzjoni
u

s hija d devjazzjoni standard

I-koeffi¢jent tal-varjazzjoni huwa:

c s x100 % 100 % 100 %
V= ——orCV = or cv =
M S M

M (medja) li jindika n numru ta’ partikolati (Celloli) li nghaddew (i.e. 400 ghal CV = 5 %).

II-kalkolu tal-fattur operattiv
Bl-uzu ta’ 0,01ml ta halib il-fattur operattiv hu kkalkulat skond 7.3.1 jew7.3.2.
L-ghadd ta’ l-istrixxi tul il-film

It-tul ta’ listrixxi li ghandhom jinghaddu hu ta’ 5 mm kull wiehed. Il-wisa’ ta’ strixxa tikkorrispondi ghad-
dijametru tal-qasam mikroskopiku kif determinat bl-mejla mikrometra ta’ l-istadju (5.7),

20x100

Wspblczynnik roboczy = e
X

fejn:

d huwa d-dijametru tal-qasam mikroskopiku fmm kif determinat bl-mejla mikrometra ta’ l-istadju (5.7)
b huwa n-numru ta’ strixxi maghduda kompletament

L-ghadd ta’ ogsma mikroskopici fit-terz tan-nofs tal-film jew bi grilja:

20x5x100 12732

Mxdxs  dxs
4

Wspélczynnik roboczy =

fejn:
d huwa d-dijametru tal-qasam mikroskopiku fmm kif determinat bl-mejla mikrometra ta’ l-istadju (5.7)

s huwa n-numru ta’ ogsma maghduda.

Il-kalkolu tal-kontenut tac-cellola

In-numru ta’ ¢elloli somatici maghduda (7.1 u 7.2) hu mmultiplikat bil-Fattur Operattiv (7.3) sabiex ikunu
ottenuti ¢- ¢elloli ghal kull ml ta’ halib.

Tl-precizjoni
Il-koeffi¢jent tal-varjazzjoni (ara 7.2) m’'ghandux jeccedi 5 %.

Rizultati minn provi kollaborattivi accettati internazzjonalment mhumiex disponibbli.

B. Il-metodu fluoro-opto-elettroniku

L-iskop u l-qasam ta’ applikazzjoni

Din il-procedura tissimplifika I-procedura ta’ referenza, li wara kalibrazzjoni kif suppost (ara A.1), tista’ tin-
tuza ghall-ghadd ta’ celloli somatici fhalib mhux ipprocessat — bil-preservazzjoni kimika jew minghajrha.
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4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

5.1.

It-tifsira

Ghal din il-procedura celloli somati¢i huma partikulati li ghandhom intensitd minima ta’ florexxenza
minhabba t-tebgha tad-DNA fin-nukleu tac-celloli somatici.

Il-prin¢ipju

Parti tal-kampjun (ez. 0,2ml) hija mhallta sewwa mas-soluzzjoni buffer u mas-soluzzjoni florexxenti.
Parti minn din it-tahlita hija mbaghad trasferita fil-forma ta’ film irqiq ghal diska li ddur li sservi bhala pjan ta’
oggett ghall-mikroskopju.

Kull ¢ellola tipproduci polz elettriku li hu amplifikat u rregistrat. In-numru ta’ celloli somatici hu stampat
feluf ghal kull ml.

Ir-riagenti

Kimici analiti¢i ta’ grad ghandhom jintuzaw sakemm mhux iddikjarat mod iehor. L-ilma ghandu jew jigi dis-
tillat jew deonizzat jew ta’ purita ekwivalenti.

Is-soluzzjoni buffer

Kompozizzjoni:

Ftalat ta’ l-idrogenu tal-potassju 510¢g
Idrossidu tal-Potassju 13,75 ¢
Polyethyleneglycol-mono-p(1,1,3, 3-tetramethylbutyl)-phenyl-ether (ez. Triton

X-100), 1 % skond il-volum 10 ml

pH 5,7 sa 5,9. Zid bl-ilma sa 10 000 ml.

Preparazzjoni:

ll-komponenti individwali huma mhallta 1l-hazna mitbuqa m’ghandhiex teccedi sebat ijiem.
Is-soluzzjoni florexxenti (soluzzjoni stock)

Kompozizzjoni:

Ethidium bromide 10g

Zid bl-ilma sa 1 000 ml.

Preparazzjoni:

L-Ethidium bromide hu mahlul fl-ilma. Il-hazna fi flixkun protett kontra d-dawl u mitbuq u m’ghandhiexx tec-
cedi xahrejn.

Is-soluzzjoni florexxenti (soluzzjoni operattiva)

20 ml tas-soluzzjoni stock (4.2) huma mhallta mas-soluzzjoni buffer (4.1) biex jaghtu 1 000 ml. Is-soluzzjoni
operattiva m'ghandhiex tintuza ghal iktar minn sebat fjiem.

Is-soluzzjoni tat-tindif

Kompozizzjoni:

Soluzzjoni buffer (4.1) 10 ml
Polyethy;eneglycol-mono-p-1(1,1,3,3-tetramethylbutyl)-phenyl-ether (ez.

Triton x-100), 1 % skond il-volum 10 ml
L-Ammonja, 25 % skond il-volum 25 ml

Zid bl-ilma sa 10 000 ml I-
Preparazzjoni:

Il-komponenti individwali huma mhallta [-hazna m’ghandhiex teccedi 30 gurnata.

L-apparat u affarijiet tal-hgieg
L-istrument ta’ -ghadd, foperazzjoni skond il-prin¢ipju ottiku florexxenti

Nota:

Qabel l-uzu l-istrument ghandu jigi kalibrat Ir-relazzjoni bejn il-volum tal-partikoli li ghandhom jinghaddu
u livell ghatba li fuqu l-ghadd isir huma hekk determinati. Il-kalibrazzjoni ta’ l-apparat issir skond
l-istruzzjonijiet tal-fabbrikant bl-uzu ta’ kampjuni li I-kontenut tac-celloli taghhom gie determinat bil-
procedura mikroskopika (A).



220

Il-Gurnal Uffi¢jali ta’ I-Unjoni Ewropea

03/Vol. 11

5.2.

5.3.

6.1.

6.2.

6.2.1.

7.1.

7.2.

7.3.

Banju ta’ I-ilma, b'¢irkolazzjoni, kapaci li jopera £ 40 £ 1 °C.

Test tube, b'sigill approprjat, bejn wiehed u iehor 15-il ml.

Il-kampjun tal-halib

Il-kampjun ghandu jinhazen ftemperatura baxxa f'test tube (5.3) Jekk il-kampjun mhuwiex ippreservat kimi-
kament, m’'ghandux jinghadd fl-24 siegha wara I-hlib minhabba li -ghadd ikunu baxxi wisq. It-temperatura
tal-hazna m’ghandhiex tagbez 6 °C.

Il-preservazzjoni

Il-preservazzjoni kimika ghandha ssir fi Zzmien 24 siegha. Il-preservazzjoni ghandha titwettaq kemm jista’
jkun malajr wara li jittiehdu I-kampjuni.

Il-preservazzjoni kimika tal-kampjun tista’ tigi akkwistata bl-addizzjoni ta’ wiehed mill-preservanti li gejjin:
— l-acidu ortoboriku:

il-koncentrazzjoni finali ta’ l-acidu ortoboriku fil-kampjun m’ghandhiex teccedi 0,6 g/100 ml. Dan
il-kampjun ippreservat jista’ jinhazen ghal 24 siegha ohra £6 sa 12 °C.

— id-dikromat tal-potassju:

il-koncentrazzjoni finali tad-dikromat tal-potassju m’ghandhiex teccedi 0,2 g/100 ml Dawn il-kampjuni
ppreservati jistghu jinhaznu ghal 72 siegha ohra f 6 sa 12 °C

— l-azide tas-sodju:
il-kampjuni jistghu jigu ppreservati b'azide tas-sodju sal-koncentrazzjoni finali ta’ 0,024g/100ml,
sakemm il-kampjun hu mkessah sa 6 sa 12 °C immedjatament wara li jittiehed il-kampjun, u maghdud
fi zmien 48 siegha wara li jittiehed il-kampjun.

— il-bronopol:

il-kampjun jista’ jigi ppreservat bil-bronopol sa koncentrazzjoni finali ta’ 0.05 g/100ml, sakemm
il-kampjun hu mkessah sa 6 sa 12 °C immedjatament wara li jittiehed il-kampjun, u maghdud fi Zmien
72 siegha wara li jittiched il-kampjun.

Kampjun diga ppreservat bl-acidu ortoboriku jista’ jigi iktar ippreservat ghal sa 48 siegha bl-uzu tad-dikromat
tal-potassju.

Nota:

Kondizzjonijiet lokali li jirrigwardaw l-iskarika ta’ effluwenti ghandhom jigu osservati ghal kampjuni ppre-
servati bid-dikromat tal-potassju.

Il-procedura

It-trattament minn qabel tal-kampjun

[I-halib li ghandu jigi ezaminat ghandu jinhazen wara l-hlib ghal mill-inqas 24 siegha fbejn wiched u ichor
2 sa 6 °C. L-ghadd tal-kampjuni fil-jum tal-hlib mhux ta’ min isir minghajr trattament minn qabel minhabba
li r-rizultati jistghu ikunu baxxi wisq. Jekk l-ghadd ta’ dan il-kampjun huwa necessarju, dan ghandu jigi trat-
tat minn qabel ghal mill-inqas tliet sighat bid-dikromat tal-potassju (ara 6.2.1).

Preparazzjoni

Il-kampjun trattat minn qabel (ara 7.1), jew il-kampjun mhux trattat li jkun ilu mill-inqas gurnata, hu msah-
han fbanju ta’ l-ilma (5.2) sa bejn wiehed u iehor 40 °C Il-kampjun hu mbaghad mahzun ftemperatura tal-
kamra sakemm isir I-ghadd.

L-ghadd taé-celloli

L-ghadd ghandu jitwettaq bl-uzu ta’ strument ta’ I-ghadd (5.1) fi Zmien 15-il minuta mill-ahhar tat-tishin (ara
7.2) Immedjatament qabel l-ghadd, il-kampjun ghandu jithallat sewwa sabiex tigi ottenuta distribuzzjoni
kemm jista’ jkun omogenja tac-celloli somatici.

Aktar dilwizzjoni u preparazzjoni tal-kampjun ghandha ssehh awtomatikament fl-istrument.
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8. Il-precizjoni

Figuri ghar-rata ta’ repetizzjoni (r) u r-riproducibbilta (R) minn provi internazzjonali kollaborattivi mhumiex
disponibbli. Fil-gejjieni, informazzjoni ta’ precizjoni tigi ddikjarata.
L-informazzjoni disponibbli fuq livell nazzjonali tippermeti l-istimi li gejjin:
(1) Livell tal-kont ta¢-celloli bejn 400 000 u 500 000/ml

— devjazzjoni standard ghar-repetizzjoni:

s, = 20000 celloli/ml

(ekwivalenti ghal koeffi¢jent ta’ varjazzjoni jew 5 — 4 %
— devjazzjoni standard ghar-riproducibbilta:

sg = 40000 celloli/ml

(ekwivalenti ghal koeffi¢jent ta’ varjazzjoni ta’ 10 — 8 %)

9. Il-kontroll ta’ l-ezattezza

[I-kontroll ta’ -ezattezza jitwettaq bl-uzu ta’ kampjuni b’kontenuti tac-celloli maghrufa determinati b'ghadd
ta’ celloli mikroskopici flaboratorju nazzjonali ta’ referenza.
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VIIL. IS-SEJBIEN TA’ ANTIBIJOTICI U SULFONAMIDI

L-ISKOP U L-QASAM TA’ APPLIKAZZJONI

Din il-procedura tispecifika il-procedura ta’ referenza ghas-sejbien ta’ antibijoti¢i u sulfonamidi fhalib mhux
ipprocessat u fhalib trattat bis-shana.

Il-proceduira ta’ referenza tinkludi:

A. Il-metodu kwalitattiv

Din il-procedura hija l-procedura inizjali li permezz taghha kampjuni tal-halib li jikkontjenu antibijotici
inkluzi sulfonamidi huma maghzula. Il-procedura deskritta hija wahda minn numru ta’ proceduri simili, li
fil-principju kollha juzaw Bacillus stearothermophilus var. Calidolactis, ATTC 10 149 bhala l-organizmu tat-
test. [l-procedura giet maghzula bhala rapprezentattiva ghal dawk it-testijiet.

B. Procedura ghall-konferma u l-identifikazzjoni tal-penicillina

Din il-procedura ghandha tintuza biex tikkonferma r-rizultati tal-procedura kwalitattiva, ghall-
identifikazzjoni tal-penicillina u biex tigi determinata l-koncentrazzjoni tal-penicillina.

A. Procedura kwalitattiva

L-iskop u l-qasam ta’ applikazzjoni

Din il-procedura tispecifika s-sejbien kwalitattiv ta’ antibijoti¢i u sulfonamidi fhalib mhux ipprocessat u trat-
tat bis-shana ineccess tal-limiti stabbiliti fit-tabella:

Koncentrazzjonijiet li jinstabu ta’ varji antibijoti¢i u sulfonamidi (1)

[s-sensittivita tat-test

Kollha negattivi Kollha pozittivi
Benzylpenicillin 0,002 0,006
Ampicillin 0,002 0,005
Cloxacillin 0,015 0,035
Nafcillin 0,006 0,011
Tetracycline 0,10 0,40
Oxytetracycline 0,20 0,45
Chlortetracycline 0,15 0,50
Chloramphenicol 7 15
Dihydrostreptomycin 4 13
Neomycine 1 22
Kanamycin 9 28
Bacitracin 0,06 0,14
Erythromycin 1 2,25
Rifamycin 0,01 0,14
Diaphenylsulfone 0,01 0,1
Sulphamethazine (Sulphadimidine) 0,5 1

(") Benzylpenicillin u bacitracin espressi bhala IU/ml, l-antibijotici I-ohra kollha bhala pg/ml
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2.

3.

4.2.1.

4.2.2.

4.2.3.

4.2.5.

4.2.6

4.2.7.

It-tifsira

Il-halib jikkontjeni antibijoti¢i jew sulfonamidi meta I-kulur tal-medium ma jinbidilx (ara 7.1).

Il-prin¢ipju

[I-Kampjun tal-halib hu mizjud, flimkien ma’ nutrijenti ma’ gel agar li jikkontjeni indikatur tal-pH u spori ta’
Bacillus stearothermophilus var. Calidolactis ATCC 10 149 (ara 5.4.1), li ghandu sensittivita globali tajba u hu
partikolarment sensittiv ghall-inibizzjoni bil-penicillina. L-inkubazzjoni li tirrizulta fit-tkabbir normali u fil-
produzzjoni ta’ -acidu ta’ l-organizmu tikkawza lill-kulur ta’ l-indikatur tal-pH biex jinbidel minn vjola ghal
isfar. ll-prezenza fil-halib ta’ sustanzi li huma inibitorji ghat-tkabbir ta’ l-organizmu tikkawza l-kulur ta’
l-indikatur tal-pH biex jibga’ vjola.

L-apparat u l-affarijiet tal-hgieg

It-taghmir tal-laboratorju tas-soltu u, b'mod partikolari:

L-apparat

L-inkubatur, kapaci li jzomm temperatura ta’ 64 + 1 °C

Banju ta’ I-ilma, kapaci li jopera f64 + 1 °C.

Rack, ghal tubi jew ampolli

Pipetta, ponot ghal uzu wiehed li jistghu jintremew tajbin biex jittiehdu kampjuni u li jiddispensaw 0,1 ml
Forceps jew pinzetti

Forn ta’ l-arja shuna, kapaci li jopera f 170 sa 175 °C

Awtoklavi, kapaci li jopera f 121 £ 1 °C

pH-meter.

Affarijiet tal-hgieg

Fliexken tal-kampjuni b’gheluq xieraq

Nota:

Xi tappijiet tal-gomma jistghu jiddepozitaw sustanzi inibitorji fuq l-ghong tal-flixkun.

Kontenituri Petri, ta’ hgieg car, minghajr kulur jew materjal sterili sintetiku b'qighan catti ta’ hxuna
uniformi, b’dijametru minimu intern ta’ madwar 140 mm.

Fliexken, ta’ kapacita ta’ 250 ml.

Pipetti, (mizduda bit-tajjar) tal-hgieg jew materjal sterili sintetiku ta’ kapacita nominali
ta’ 1 mlu 10 ml

Spatuli tal-hgieg

Tubi jew ampolli, dijametru intern madwar 8 mm, b’tappijiet jew b’ghotjien.
L-isterilizzazzjoni ta’ affarijiet tal-hgieg:

L-affarijiet tal-hgieg ghandhom ikunu sterilizzati b'wahda mill-proceduri li gejjin:

(a) billi jinzammu £170 sa 175 °C ghal mhux inqas minn siegha fforn ta’ l-arja shuna (4.1.6);
(b) billi jinzammu £121 %1 °C ghal mhux inqas minn 20 minuta fawtoklavi (4.1.7).

Fl-awtoklavi ghandu jkun hemm attenzjoni biex tigi assigurata penetrazzjoni adegwata ta’ fwar — ez. jekk
it-taghmir hu sterilizzat fkontenituri, dawn m’'ghandhomx ikunu maghlugqin issikkati, il-fliexken ghandu
jkollhom ghotjien mahlula.

Affarijiet tal-hgieg sterilizzati fl-awtoklavi ghandhom jitnixxfu billi jigi ventilat il-fwar.

II-pipetti ghandhom jigu sterilizzati fforn bl-arja shuna.

Il-medja, soluzzjonijiet, I-organizmu tat-test

L-ingredjenti tal-medja ghandhom ikunu tajbin ghal skopijiet batterjologici L-ilma uzat ghandu jkun distillat
fil-hgieg jew dimineralizzat ta’ mill-inqas purita ugwali. M'ghandux jikkontjeni sustanzi inibitorji ghall-
organizmu tat-test.
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5.1.

5.2.

5.2.1.

5.2.2.

5.2.3.

1l-medja

L-Agar nutrijent

Kompozizzjoni

Estratt tal-hmira 2g
Peptone 5g
Estratt tal-laham lg
Klorur tas-sodju 5¢

Agar 10-15¢
L-llma 1000 ml

[l-preparazzjoni

Holl il-komponenti fl-ilma. Ghalli, billi ddawwar minn zmien ghal zmien. Aggusta 1-pH sabiex wara

l-isterilizzazzjoni hu 7,4 + 0,1 b’ 25 °C.

Ferra’ kwantitiajiet ta” 10 ml f* test tubes biex taghmel mejliet ta’ agar jew kwantitajiet ta’ 100 ml fi fliexken.

Sterilizza f 121 + 1 °C ghal 15-il minuta.

[I-medium ta’ l-agar

Kompozizzjoni

Klorur tas-sodju 2g

Agar 15¢
Ima 1000 ml
Soluzzjoni tat-Trimethoprim jew Tetroxoprim (ara 10 ml

5.1.3) (1)

(1) Legislazzjoni ta’ patenti dwar l-uzu tal-medja tal-kultura li tikkontjeni sustanzi anti-foljati ghandha tigi osservata.

Il-preparazzjoni

Holl il-komponenti hlief it-trimethoprim jew it-textroprim fl-ilma. Ghalli, billi ddawwar minn Zmien ghal
zmien. Zid it-trimethoprim jew it-tetroxoprim u sterilizza £121 £ 1 °C ghal 15-il minuta; aggusta 1-pH sabiex

wara l-isterilizzazzjoni hija 7,0 £ 0,1 b 25 °C.

Is-soluzzjoni tat-trimethoprim jew tat-tetroxoprim

Kompozizzjoni

Trimethoprim 5 mg

Jew Tetroxoprim 30 mg
Etanol 96 % 5 ml/30 ml
IIma sa 1000 ml

[I-Preparazzjoni

Holl it-trimethoprim jew it-tetroxoprim fl-etanol (5 jew 30 ml) u d-diluwixxi bl-ilma.

Nutrijent

Kompozizzjoni

Estratt tal-hmira 0,75 mg
Glukosju 5,0 mg
Lamtu solubili 8,0 mg
Bromokresol vjola 0,025¢
IIma sa 50 ml

Il-preparazzjoni

Holl in-nutrijenti u l-indikatur fl-ilma, jekk necessarju billi ssahhan, sterilizza b'filtrazzjoni. In-nutrijent hu
kummer¢jalment disponibbli bhala tablets.

Soluzzjonijiet standard tal-penicillina

Ipprepara soluzzjoni tal-penicillina ta” 60 pg/ml = (100 IU/ml) billi tholl sodju tal-kristallina jew penicillina
tal-potassium benzyl filma distillat sterili fi flixkun approprjat sterili maghlugq.

Ipprepara soluzzjoni operattiva ta’ penicillina billi zzid 1,25 ml tas-soluzzjoni tal-penicillina (5.2.1) sa 1 000 ml
b'ilma sterili distillat. Din is-soluzzjoni operattiva tikkontjeni 0,075 ug (= 0,125 IU/ml).

Ipprepara 75 ml ta’ soluzzjoni standard tal-penicillina li tikkontjeni 0,004 mg/ml (= 0,0067 1U/ml) billi zzid
71 ml halib hieles minn inibitorji (5.3) ma’ 4 ml ta’ soluzzjoni operattiva ta’ penicillina (5.2.2) u thallat.
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5.2.4. Is-soluzzjonijiet tal-penicillina msemmija £5.2.1 sa 5.2.3 ghandhom jigu ppreparati fil-gurnata li fiha jsir
it-test.

5.3.  Halib hieles minn inibitorji

Ipprepara bhala kontroll halib hieles minn inibitorji billi tirrikostitwixxi trab ta’ halib xkumat (10 5 m/v) eza-
minat minn gabel u mizjud hieles minn sustanzi inibitorji, filma sterili distillat. Alternattivament, kwantita
sufficjenti ta’ halib frisk bl-ingrossa kkontrollat u misjub hieles minn sustanzi inibitorji jista” jitferra fi
fliexken, imsahhna ghal siegha f 100 °C u mbaghad jinhazen fi frigg bejn 0 u 6 °C ghal perjodu massimu ta’
gimgha.

5.4.  L-organizmu tat-test

5.4.1. It-tendenza Bacillus stearothermophilus var. calidolactus ATCC 10 149 hi uzata bhala l-organizmu tat-test.
It-tendenza hi identika ghal C 953.

5.4.2. Ipprepara kultura stock biex tinzamm il-kultura tat-test. Il-kultura tat-test tinzamm fuq mejla ta’ agar nutrijent
(5.1.1) Il-mejla ta’ l-agar hi mlagqma b’lehha mis-superfici, bl-uzu ta’ holqatal-kultura tat-test, u tinzamm
inkubata ajrubikament ghal 48 siegha £'63 £ 1 °C Wara l-inkubazzjoni, it-tubu hu ssigillat, bl-uzu ta’ ghelug
sterili tal-gomma. Il-kultura stock hekk ottenuta tista tinzamm ghal diversi xhur fi frigg bejn 0 u 5 °C.

5.5.  Il-kultura tat-test (is-sospensjoni ta’ l-ispori)

5.5.1. 20 ml tan-nutrijent ta’ l-agar (5.1.1) hu ttrasferit aseptikament ghal kontenitur sterili Petri (4.2.2) u mkessah
ghat-temperatura tal-kamra.

5.5.2. B'pipetta sterili (4.2.4) ittrasferixxi 5 ml ilma sterili distillat ghal tubu b'kultura stock (5.4.2) u ahsel l-ispori
mill-mejla ta’ I-agar bl-uzu ta’ holqa sterili. Din is-sospensjoni ta’ l-ispora ghandha tinzamm bejn 0 sa 5 °C u
ghandha tintuza fi zmien 36 siegha.

5.5.3. B'pipetta sterili (4.2.4) ittrasferixxi 0,5ml tas-sospensjoni ta’ l-ispora (5.5.2) ghal pjanca kultura (5.5.1) u xer-
red l-inoculum sewwa tul is-superfici kollu b'bastun mghawweg tal-hgieg. Inkuba f 63 £ 1° C (4.1.1) ghal 16
sa 18-l siegha.

Meta tuza kultura stock (5.4.2), jew kultura li ghandha iktar minn 36 sena, il-procedura subkulturali ghandha
titwettaq mill-inqas darbtejn b’mhux iktar minn intervall ta’ 36 siegha bejn is-subkultura.

5.5.4. Ittrasferixxi bl-uzu ta’ pipetta sterili (4.2.4) 10 ml ta’ ilma distillat ghall-plate kulturali (5.5.3) u nehhi l-ispori
mis-superfici ghas-sospensjoni bl-uzu ta’ bastun tal-hgieg.

Ittrasferixxi s-sospensjoni ta’ l-ispora ghal flixkun (4.2.3) li jikkontjeni ilma sterili distillat. Aghlaq il-flixkun
u hawwad sew. [l-kulturi li m'ghandhomx jigu subkulturati immedjatament ghandhom jinhaznu fi frigg £ 0
sa 6 °C.

5.5.5. Is-sospensjoni ta’ l-ispora ghandu jkollha ghadd ta’ kolonja vijabbli bejn 5 u 10 miljun ghal kull ml fuq
medium agar ta’ kont tal-plates inkubat fi 63 + 1 °C ghal 16 sa 18-l siegha. Is-sospensjoni ta’ l-ispora ghandha
tkun imdardra b'mod uniformi u jekk tikkontjeni flocks jew sediment ghandha tintrema u sospensjoni gdida
ghandha tigi ppreparata mill-kultura stock (5.4.2).

5.6.  Il-preparazzjoni tat-test tubesfampolli
5.6.1. Dewweb il-medium agar (5.1.2) u kessah sa 55 °C

5.6.2.  Zid parti wahda ta’ sospensjoni friska ta’ l-ispora (5.5.4) ma’ hames partijiet ta’ medium agar (5.6.1) f tubu
jew flixkun, hallat sewwa.

5.6.3. Ittrasferixxi 0,3 ml tal-medja mlaqgma (5.6.2) kkalkulata biex taghti saff 5 mm ohxon ghal tubu sterili jew
ampolla (4.2.6) u aghlaq b’ tapp jew ghatu jew billi ddewweb il-ponta. Halli t-test tubes/l-ampolli jikshu
fpozizzjoni wieqfa, ippermetti li I-medium jissolidifika u mbaghad halli wieqfa ghal mill-inqas 12-il siegha.

5.6.4. It-test-tubes/l-ampolli jistghu jintuzaw fl-istess gurnata, imma jistghu jinzammu diversi xhur sakemm jitkesshu
immedjatament wara l-preparazzjoni u jinzammu bejn 0 u 6 °C.

6. Il-procedura

6.1.  I-kampjuni ghandhom jigu kkontrollati kemm jista’ jkun malajr possibbli u preferibbilment fi Zzmien 24 sie-
gha milli jittiched il-kampjun, waqt li I-kampjuni jinzammu bejn 0 u 5 °C sadanittant. Jekk mhuwiex pos-

sibbli li l-kampjuni jigu kkontrollati fi zmien 24 siegha, ghandhom jinzammu fkesha kbira (- 30 sa - 15 °C) biex
tigi mminimizzata l-inattivazzjoni tal-penicillina.
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6.2.

6.3.

6.4.

6.5.

6.6.

6.7.

6.8.

6.9.

7.1.

7.2.

7.3.

7.4.

8.1.

2.1.

Identifika kull tubufampolla (5.6) b'mod li jinqara u li ma jithassarx. Nehhi I-ghatu jew it-tapp Qieghed
in-numru mehtieg ghall-kampjuni u l-kontrolli (5.2 u 5.3) li ghandhom jigu ezaminati frack xierqa.

Zid 50 mikrolitru tan-nutrijent imsemmi £5.1.4 ma’ kull tubu/ampolla.

Hallat il-kampjun tal-halib sewwa u ttrasferixxi b’siringa (4.1.4) 0,1 ml fit-tubu/ampolla ttikkettata korris-
pondenti. Uza ponta nadifa li tista’ tintrema ghal kull kampjun li ghandu jigi trasferit.

Irrepeti l-operazzjoni deskritta £6.4 darbtejn bl-uzu tas-soluzzjoni standard tal-penicillina li tikkontjeni 0,004
ug/ml (= 0,0067 IU/ml) penicillina minflok il-kampjun tal-halib(5.2.3)

Irrepeti l-operazzjoni £6.4 ghal darbtejn bl-uzu tal-kontroll tal-halib b'inibizzjoni hielsa (5.3) minflok
il-kampjun tal-halib.

Aghlaq it-tubi/l-ampolli u gieghed fir-rack li jikkontjeni t-tubifl-ampolli fbanju ta’ I-lma f 63 + 1 °C (4.1.2)
ghal mill-inqas 22 sa 2% siegha.

Nehhi r-rack li jikkontjeni t-tubifl-ampolli mill-banju ta’ I-ilma.

Osserva l-kulur tal-medium tat-test (ara 7).

L-interpretazzjoni tar-rizultati

Kolorazzjoni vjola tal-medium tat-test fi kwalunkwe kampjun tal-halib jew tubifampolli ta’ kontroll tindika
l-prezenza ta’ antibijotici jew sulfonamidi fil-jew madwar il-livell “pozittiv” fit-tabella fuq il-pagna 39 fil-
kampjun. ll-kolorazzjoni tat-tubi/l-ampolli b'soluzzjoni standard tal-penicillina (6.5) ghandha tibga’ vjola biex
tipprova li l-medium tat-test hi sensittiva bizzejjed.

Kolorazzjoni vjola biss ta’ parti mill-medium tat-test jew kolorazzjoni irregolari fi kwalunkwe tubi/ampolli
kampjun tal-halib tindika sustanzi inibitorji bejn il-livelli moghtija fit-tabella fuq il-pagna 39 fil-kampjun.

Kolorazzjoni safra tal-medium tat-test fi kwalunkwe kampjun tal-halib jew tubifampolli ta’ kontroll tindika
l-assenza tas-sustanzi inibitorji ghall-organizmu tat-test.

Jekk ikun hemm kolorazzjoni vjola fit-tubi/ampolli kkontrolati kollha, inkluz il-kontroll negattiv,
it-tubi/ampolli ma jikkontjenux spori vijabbli u I-kampjuni ghandhom jergghu jigu ezaminati b'materjali tat-
test friski ppreparati.

Il-konferma tar-rizultati

Ikkonferma l-kampjuni kollha b’reazzjonijiet kif deskritti £7.1 u 7.2 skond il-“Metodu B”.

Jekk il-hazna tal-kampjuni tal-halib hija necessarja qabel il-konferma, ghandhom ikunu ffrizati sewwa biex
jipprevienu d-degradazzjoni ta’ l-antibijotici.

B. Procedura ghall-konferma ta’ penicillini u d-determinazzjoni tal-koncentrazzjoni.

L-iskop u l-qasam ta’ applikazzjoni

[l-procedura tispecifika t-test konfermatorju ghal penicillini u antibijotici barra minn penicillini u procedura
ghad-determinazzjoni tal-koncentrazzjoni tal-penicillina fil-kampjuni tal-halib b’reazzjoni pozittiva (A.7.1)
jew dubjuza.

Is-sensittivita ta’ [-antibijotici varji bil-procedura

ara A.1.

It-tifsira

Il-kampjun tal-halib jikkontjeni antibijotici li jinkludu sulfonamidi meta l-kampjun bil-procedura deskritta
jaghti Zona cara ta’ mill-inqas 2 mm ta’ inibizzjoni madwar id-diska.
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2.2

2.3.

4.3.

5.2.

Jekk kampjun li jikkontjeni antibijotici jinkludi s-sulfonamidi (2.1) u li ghalih il-penicillinase (betalactamse)
gie mizjud ma jaghti ebda Zona cara jew zona cara ta’ dijametru izghar milli minghajr il-penicillinase
is-sustanza inibitorja hija jew penicillina jew kemm penicillina u antibijotika ohra inkluzi s-sulfonamidi.

Jekk iz-zona mhijiex attivata bil-penicillinase (2.2) is-sustanza inibitorja fil-kampjun tal-halib mhijiex peni-
¢illina, imma tista’ tkun residwu iehor (ara d-Direttiva 85/397KEE, l-Anness A, il-Kapitolu VI, A.1.fu 2 b).

Xi ftit mill-penicillini semi-sintetici, ez il-cloxacillin tas-sodju, mhumiex jew biss parzjalment inattivati bil-
penicillinase jew kompletament rezistenti u mhumiex ghalhekk identifikati bhala penicillina (ara 7.3).

Il-prin¢ipju

Diska ta’ karta assorbenti imprenjata bil-halib li ghandha tigi ezaminata titqieghed fuq is-superfici ta’ medium
agar imlagqam bil-Bacillus stearothermophilus, var. Calidolactis. L-inkubazzjoni li tirrizulta fit-tkabbir normali
ta’ l-organizmu tikkawza lill-agar biex jissahhab. Il-prezenza fil-halib tas-sustanzi li huma inibitorji ghall-

koltivazzjoni ta’ organizmi hi indikata b'zona cara madwar id-diska. Id-dags taz-zZona cara jiddependi, fost
affarijiet ohrajn, fuq il-koncentrazzjoni u t-tip ta’ sustanza inibitorja fil-halib.

Apparat, affarijiet tal-hgieg u taghmir
L-apparat

Ara A.4.1.

Banju ta’ I-ilma, kapaci li jopera f 80 + 1 °C.
Affarijiet tal-hgieg

Ara A.4.2.

Diski tal-karta, hielsa minn inibitorji, dijametru 9 sa 13-il mm, kapaci li jiehdu bejn wiehed u ichor 130 mg
ta’ halib (preferibbilment mahzuna f'dessikatur).

Il-medja, soluzzjonijiet standard, soluzzjoni penicillinase, riagenti, organizmu tat-test e¢¢.
L-ingredjenti tal-medja ghandhom ikunu tajbin ghal skopijiet batterjologi¢i L-ilma uzat ghandu jkun distillat

fil-hgieg jew dimineralizzat ta’ mill-inqas purita ugwali. M'ghandux jikkontjeni sustanzi inibitorji ghall-
organizmu tat-test.

I-medja
Agar nutrijent (A.5.1.1)

IlI-medium tat-test ghas-sejbien ta’ sustanzi inibitorji

Kompozizzjoni

Estratt tal-hmira 2,5¢

Trittonju 5¢g

Glukosju lg

Soluzzjoni Trimethoprim jew Tetroxoprim 10 ml

(ara 5.1.3)

Agar 10— 15 g (jiddependi fuq il-kwalita tat-taghqid)
IIma 1000 ml

Il-preparazzjoni

Il-komponenti solidi huma kompletament mahlula fl-ilma billi jissahhnu u jithawdu qabel ma tizdied
is-soluzzjoni trimethoprim jew tetroxoprim. Wara li tizdied is-soluzzjoni tat-trimethoprim jew tat-tetroxoprim
il-pH ghandha tigi aggustata sabiex wara l-isterilizzazzjoni tkun 8,0 + 0,1 f 25 °C. Il-medium hu sterilizzat
ghal 15-il minuta £121 £ 1 °C.

Soluzzjonijiet standard tal-penicillina fil-halib.

ara A 5.2

Ghall-kwantifikazzjoni ta’ sustanzi inibitorji (8) aghmel soluzzjonijiet standard tal-penicillina f halib hieles
minn inibitorji (A.5.3) bil-koncentrazzjonijiet li gejjin:
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5.3.

5.4.

5.5.

5.6.4.

(a) 0,004 pg/ml (0,0067 IUJml)
(b) 0,006 pg/ml (0.01 TU/ml)
(¢) 0.03 pg/ml (0.05 IU/ml)

(d) 0.06 pg/ml (0.1 IU/ml)

Soluzzjoni tal-penicillinase

Holl pellicillinase bizzejjed (betalactamase) filma sterili distillat biex taghti koncentrazzjoni ta’ 1 000 U/ml Din
is-soluzzjoni preferibbilment magsuma f'porzjonijiet zghar tista’ tinhazen £0 sa 5 °C sa erba’ gimghat.
Nota:

Ma hemm ebda standard internazzjonali uniformi ghall-penicillinase. Ghall-iskop ta’ din il-procedura, hu
assunt li 10 unitajiet ta’ penicillinase jkunu suffi¢jenti biex jiddizattivaw 0,6 ug (= 1 IU) ta’ penicillina. Ghal
fornituri ta’ penicillinase ta’ sahha mhux maghrufa jkun necessarju li jigi ezaminat jekk din l-assunzjoni hijiex
valida. Inkella huwa necessarju li tinbidel il-koncentrazzjoni tas-soluzzjoni tal-penicillinase b'mod korrispon-
denti.

Minflok is-soluzzjoni tal-penicillinase, diski kummer¢jalment disponibbli ppreparati bil-penicillinase jistghu
jintuzaw jekk, wara procedura ta’ kontroll jinstab li jikkontjenu ammont approprjat ta’ penicillinase.
L-organizmu tat-test

Ara A 5.4

Il-kultura tat-test (is-sospensjoni ta’ l-ispori)

Ara A 5.5

1l-preparazzjoni tal-plates tat-test
Dewweb il-medjium tat-test ghas-sejbien ta’ sustanzi inibitorji (5.1.2) u kessah sa 55 °C.

Zid fi flixkun parti wahda ta’ sospensjoni friska ta’ l-ispori (5.5) ma’ dak in-numru ta’ partijiet tal-medium tat-
test ghas-sejbien ta’ sustanzi inibitorji (5.1.2) li jaghti densita approprjata tal-kolonji fil-medium tat-test
imlaqgma u hallat sewwa.

Ittrasferixxi ghal kontenitur Petri sterili (A.4.2.2), qabel imsahhan ghal 55 °C, il-medium tat-test inokulat
(5.6.2) biex jaghti saff 0,6 sa 0,8 mm ohxon. Ghal kontenitur Petri ta” dijametru intern ta’ 140 mm madwar
15 ml ta’ medium tat-test huwa necessarju sabiex tigi ottenuta hxuna ta’ 0,8 mm.

Ittrasferixxi I-kontenituri Petri ghal superfici kiesah orizzontali qabel ikkontrollat b'livell ta’ spirtu, nehhi
I-ghotjien u halli I-medium ta’ 1-agar jissolidifika. Meta I-medium ikun issolidifika, I-ghotjien huma sostiwiti fuq
il-kontenituri li huma mbaghad magluba biex jimminimizzaw il-kondensazzjoni fuq is-superfici tal-medium
ta’ l-agar.

ll-plates tat-test hekk ippreparati jintuzaw preferibbilment fl-istess gurnata, imma jistghu jinzammu sa
gimaghtejn sakemm jinzammu fborza ssigillata tal-polietilin £'5 °C immedjatament wara l-preparazzjoni.

Sabiex jigu identifikati I-kampjuni mmarka I-giegh tal-plates tat-test.

Il-procedura
Il-preparazzjoni tal-kampjun

Kampjuni li jaghtu rizultati pozittivi jew dubjuzi fil-“Metodu A” (A.7.1 u A.7.2) ghandhom jigu kkontrollati
mill-gdid, identifikati u kkwantifikati bhala penicillina.

Inizjalment dawn il-kampjuni tal-halib huma msahhna fi 80 + 1 °C ghal 10 minuti, sabiex tigi evitata
influwenza mill-inibituri mhux specifi¢i termolabili.

Wara li thallat sewwa, bejn wiehed u iehor 10 ml tal-halib imsahhan tat-test hu trasferibbli ghal flixkun addat-
tat sterili b’ghonq wiesa. Madwar 0,4 ml tas-soluzzjoni tal-penicillinase (5.3) hu mizjud mal-halib u mhallat
sewwa.
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6.2.

6.2.1.

6.2.2.

6.2.3.

6.2.4.

6.2.5.

6.2.6.

6.2.7.

6.3.

7.1.

7.2.

7.3.

8.1.

Is-sejbien ta’ l-inibituri

Bill diska tal-karta (4.3) fil-kampjun tal-halib (6.1.2) billi tuza par forceps nodfa niexfa. Nehhi xi halib zejjed
billi tmiss id-diska mal-genb tal-flixkun tal-kampjun. Qieghed id-diska catta fuq is-superfici tat-test plate (5.6)
u aghfas 1 isfel bil-mod bil-forceps.

Id-diski ppreparati bil-kampjuni differenti tal-halib ghandhom ikunu mill-ingas 20 mm minn xulxin u mill-
inqas 10 mm mit-tarf.

Sabiex tigi ezaminata s-sensittivita, id-diski (4.3) mbilla fis-soluzzjoni standard tal-penicillina (5.2) ghandhom
jitgieghdu addo¢¢ bejn id-diski tal-kampjuni tal-halib b'rata ta’ mill-ingas 2 % tan-numru ta’ diski tal-kampjuni
tal-halib u mill-inqas hames diski standard ghandhom jintuzaw tul kull test.

Meta d-diski kollha jkunu tqieghdu fuq il-medium agar b’'mod addoc¢c¢ u jkunu gew identifikati, agleb il-plates
u inkubahom 63 + 1 °C ghal 2% sa hames sighat.

Wara l-inkubazzjoni I-plates huma ezaminati quddiem sors ta’ dawl addattat ghal zoni hielsa minn inibizzjoni
madwar id-diski tal-karti. [z-zoni hielsa huma mkejla.

[z-zoni madwar id-diskji li jikkontjenu s-soluzzjoni standard tal-penicillina (6.2.3) ghandhom ikunu mill-
inqas 2 mm.

Zoni hielsa madwar id-diski li jikkontjenu I-kampjun tal-halib ta’ mill-inqas l-istess dags jew ikbar minn dak
£6.2.6 jindikaw sustanzi li jinibixxu l-organizmu tat-test.

L-identifikazzjoni u I-kwantifikazzjoni tas-sustanzi inibitorji

Il-Procedura 6.2. titwettaq ghal darbtejn fuq il-kampjun tal-halib imsahhan (6.1.2) u fuq il-kampjun trattat
bil-penicillinase (6.1.3) Minflok li zzid il-penicillinase ma’ 10 ml tal-kampjun tal-halib diska ppreparata tal-
penicillinase (5.3.2) tista’ titbill fdan il-kampjun u titqieghed fuq it-test plate.

II-Procedura 6.2.1 titwettaq ghal darbtejn ghal kull wiched mis-soluzzjonijiet standard tal-penicillina msem-
mija £ 5.2. (a)-(d).

Id-djametri medji taz-zoni hielsa minn inibizzjoni ghall-kontroll tal-kampjun tal-halib u tal-penicillinase kif
ukoll ghas-soluzzjonijiet standard tal-penicillina ghandhom jigu determinati.

L-interpretazzjoni tar-rizultati (ara 2)

Jekk ma hemm ebda zona hielsa madwar id-diska li tikkontjeni I-kontroll tal-penicillinase, imma hemm zona
hielsa madwar id-diska li tikkontjeni I-kampjun tal-halib, dags jew akbar miz-zona madwar id-diska li tik-
kontjeni s-soluzzjoni standard tal-penicillina (5.2(a)), is-sustanza inibitorja fil-kampjun tal-halib tikkorris-
pondi ghal koncentrazzjoni tas-sodju-(potassju)-benzil-penicillina ta’ mill-ingas 0,004 pg/ml/.

Jekk id-dijametru medju taz-zZona hielsa madwar id-diska li tikkontjeni l-penicillinase hija dags id-dijametru
medju taz-zona hielsa madwar id-diska li tikkontjeni I-kampjun tal-halib il-halib jikkontjeni sustanzi inibi-
torji li huma impossibbli li jigu inattivati bil-koncentrazzjonijiet tal-penicillinase uzati fdin il-procedura.

Jekk id-dijametru medju taz-zona hielsa madwar id-diska li tikkontjeni l-penicillinase huwa izghar mid-
dijametru medju taz-zona hielsa madwar id-diska li tikkontjeni l-kampjun tal-halib imsahhan skond 6.1.2,
il-kampjun tal-halib jikkontjeni l-penicillina flimkien ma’ antibijoti¢i ohrajn inkluzi s-sulfonamidi kif ukoll
il-penicillina jew il-penicilina semi-sintetika, i ma jistghux jigu identifikati bil-koncentrazzjoni tal-
penicillinase uzati fdin il-procedura. Penic¢illini sintetici, bhas-sodju cloxacillin, ma jistghux jigu inattivati bil-
penicillinase taht il-kondizzjonijiet tat-test u jistghu ghalhekk jigu kklassifikati bhala inibituri ta’ xort'ohra
mill-penicillina.

Nota

Sustanzi inibitorji ta’ xort’ ohra mill-penicillina jistghu jekk mehtieg jigu identifikati bl-uzu ta’ proceduri
addattati.

Id-determinazzjoni tal-kontenut tal-penicillina

Id-determinazzjoni tal-kontenut tal-penicillina tista’ ssir jew wara li titpenga kurva standard jew permezz tal-
kalkolu mid-daqsijiet taz-zoni ottenuti bis-soluzzjonijiet standard tal-penicillina fil-halib (5.2.(a)-(d)).
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8.2.

8.3.

9.1.

9.2

It-tpingija ta’ kurva standard

Ladarba hemm korrelazzjoni linjari bejn il-log® tal-koné¢entrazzjoni tal-peniéillina u d-dijametru taz-zoni inibi-
torji, il-kurva standard tista’ titpenga fuq karta semilogaritmika bil-koncentrazzjonijiet tal-penicillina bhala
l-ordinat logaritmiku u z-zoni inibitorji bhala I-axxiza. I2-zoni inibitorji huma kkalkulati bhala I-medja tat-testijiet
duplikati. Id-djametri taz-zoni inibiitorji huma plotted kontra l-koncentrazzjonijiet standard tal-penicillina, u
l-kurva standard titpenga.

T-kalkolu
Il-koncentrazzjonijiet tal-penicillina fil-kampjun tal-halib jistghu jigu kkalkulati mid-dijametru taz-zoni tagh-

hom bl-uzu ta’ I-ekwazzjoni jew tal-kurva standard. Ghall-ezattezza r-radju taz-zoni ta’ inibizzjoni ghandu jkun
mill-inqas darbtejn u mhux akbar minn hames darbiet tar-radju tad-diski.

L-espressjoni tar-rizultati

Ir-rizultati huma espressi bhala I-kontenut tal-penicillina dags jew akbar minn 0,004 pg/ml (jew billi tigi indi-
kata l-koncentrazzjoni determinata) jew bhala I-kontenut ta’ l-inibituri ta’ xort'ohra mill-penicillina.

Ir-rata tar-repetizzjoni (r) u r-Riproducibbilta (R)

[-figuri mhumiex disponibbli u m'ghandhomx tifsira ghaliex hemm inkluz standard ghall-paragun.
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IX. IS-SEJBIEN TA’ MIKRO-ORGANIZMI PATOGENICI

L-iskop u l-qasam ta’ l-applikazzjoni

Skond id-Direttiva 85/397KEE il-htiega I-Anness A, il-Kapitolu VII(2), din il-proc¢edura taghti l-istruzzjonijiet li
ghandhom jigu segwiti biex il-halib pasturizzat jigi kkontrollat ghal mikro-organizmi patogenici.

It-tifsira
Ghandu jsir ezami ghal speci ta’ batterji li huma l-iktar frekwentement involuti fmard mill-ikel.

[l-pasturizzazzjoni huwa trattament li jissalvagwarda kontra l-prezenza ta’ patogenic¢i nontermorezistenti fil-
halib. Jekk l-istandards stabbiliti fl-Anness A, il-Kapitolu VII(2) tad-Direttiva ghall-ghadd tal-kolonji fi 30 °C u
21 °C, koliformi u phosphatase jintlahqu, test specifiku ghall-patogenici huwa biss necessarju meta hemm suspett
li -halib hu konness ma’ avvelenament mill-ikel.

Il-procedura

II-proceduri u I-frekwenzi ghall-kontroll ghandhom jigu stabbiliti mill-awtorita nazzjonali, b'mod li jkun pos-
sibbli li jinhargu certifikati tas-Sahha li jikkoncernaw halib trattat bis-shana ghal kummer¢ intra-Komunitarju.
Ghas-sejbien ta’ mikro-organizmi patogenici applika I-kriterji u l-proceduri li huma internazzjonalment acettati

jekk huma disponibbli.

Ir-rapport tar-rizultat
Ghal kull mikro-organizmu patogeniku investigat ir-rizultat ghandu jigi espress bil-mod li gej:

In-numru ghal kull ml ta’ halib jew “prezenza” jew “assenza” fil-volum ta’ halib pasturizzat mehtieg mill-
procedura uzata. Ir-rapport ghandujiddeskrivi b’'mod ¢ar il-procedura uzata.



