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DZIESIATA DYREKTYWA KOMISJI
z dnia 25 lipca 1984 r.
ustanawiajgca wspélnotowe metody analizy do celéw urzedowej kontroli pasz

(84/425[EWG)

KOMISJA WSPOLNOT EUROPEJSKICH,

uwzgledniajgc Traktat ustanawiajgcy Europejska Wspdlnote Go-
spodarcza,

uwzgledniajac dyrektywe Rady 70/373/EWG z dnia 20 lipca
1970 r. w sprawie wprowadzenia wspdélnotowych metod pobie-
rania probek i analizy do celéw urzedowej kontroli pasz (1), ostat-
nio zmieniong Aktem Przystapienia Grecji, w szczegdlnosci jej
art. 2,

a takze majgc na uwadze, co nastgpuje:

dyrektywa stawia wymag, aby urzedowa kontrola pasz byla prze-
prowadzana przy uzyciu wspdlnotowych metod pobierania
probek i analizy do celéw sprawdzania zgodnosci z wymaga-
niami wynikajgcymi z przepiséw ustawowych, wykonawczych
lub administracyjnych dotyczgcych jakosci i sktadu pasz;

w dyrektywach Komisji 71/250/EWG (?), 73/46/EWG (3),
74[203[EWG (%), 75/84/EWG (5), 76/372JEWG (%), ostatnio
zmienionych  dyrektywa  81/680/EWG (7),  dyrektywach
71/393[EWG (%), 72/199/EWG (%), 78/633/EWG (19), ostatnio
zmienionych dyrektywa 84[4[EWG ('1) oraz w dyrektywie
81/715/EWG (1?) ustanowiono juz szereg metod analizy; ze
wzgledu na dokonane od tamtej pory postepy prac zalecane
byloby przyjecie nowych metod;

srodki przewidziane w niniejszej dyrektywie sa zgodne z opinig
Stalego Komitetu ds. Pasz,

=

Dz.U.L 170 z 3.8.1970, str. 2.
Dz.U.L 1552z 12.7.1971, str. 13.
Dz.U. L 83 z 30.3.1973, str. 21.
Dz.U.L 108 z 22.4.1974, str. 7.
Dz.U.L 32z 5.2.1975, str. 26.
Dz.U. 102z 15.4.1976, str. 8.
Dz.U.L 246 z 29.8.1981, str. 32.
Dz.U.L 279z 20.12.1971, str. 7.
Dz.U.L 123z 29.5.1972, str. 6.
Dz.U.L 206 z 29.7.1978, str. 43.
Dz.U.L 15z 18.1.1984, str. 28.
12) Dz.U.L 257 2 10.9.1981, str. 38.
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PRZYJMUJE NINIEJSZA DYREKTYWE:

Artykut 1

Panstwa Czlonkowskie wymagaja, aby analizy do celéw
urzedowej kontroli pasz w odniesieniu do zawartosci
spiramycyny byly przeprowadzane zgodnie z metoda opisang
w Zalaczniku.

Artykut 2

Panstwa Czlonkowskie wprowadza w Zycie, najpdzniej do dnia
30 czerwca 1985 r., przepisy ustawowe, wykonawcze
i administracyjne niezbedne do wykonania niniejszej dyrektywy
i niezwlocznie powiadomig o tym Komisje.

Artykut 3

Niniejsza dyrektywa skierowana jest do Panstw Czlonkowskich.

Sporzadzono w Brukseli, dnia 25 lipca 1984 r.
W imieniu Komisji
Poul DALSAGER

Czlonek Komisji
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3.1.

3.2

4.1.

4.2.

ZALACZNIK

OZNACZANIE SPIRAMYCYNY POPRZEZ DYFUZJE NA PODLOZU AGAROWYM

Cel i zakres

Metoda stuzy oznaczaniu spiramycyny w paszach i premiksach. Dolna granica oznaczenia to 1 mg/kg

(1 ppm) ()

Zasada

Prébka jest lugowana za pomoca mieszaniny metanolu/roztworu buforowego bedacego wodoroweglanem
fosforanowym, o wspotczynniku pH 8. Ekstrakt jest dekantowany badZ odwirowywany i rozcieficzany. Jego
aktywnos¢ antybiotykowa jest oznaczana poprzez pomiar dyfuzji spiramycyny w podlozu agaru posianym
Micrococcus luteus. Dyfuzje objawia si¢ tworzeniem stref hamujacych rozw6j mikroorganizméw. Przyjmuje sie,
ze $rednica tych stref jest wprost proporcjonalna do logarytmu stezenia antybiotykéw w zakresie
zastosowanych stezen antybiotykéw.

Drobnoustroje: Micrococcus luteus ATCC 9341 (NCTC 8340, NCIB 8553)

Utrzymanie kultury macierzystej

Dokonaé posiewu Microcossus luteus na pozywce umieszczonej w probowkach (ppkt 4.1) i inkubowaé
drobnoustroje przez 24 godziny w temperaturze 30 °C. Przechowywac w lodéwce w temperaturze okoto 4 °C.
Dokonywa¢ posiewu co dwa tygodnie.

Przygotowanie zawiesiny bakteryjnej (2)

Zebraé przyrost ze $wiezo przygotowanej powierzchni agaru (ppkt 3.1) za pomocg 2-3 ml roztworu chlorku
sodowego (ppkt 4.3). Uzy¢ niniejsza zawiesing do posiania 250 ml pozywki (ppkt 4.1), zawartej w kolbie
Rouksa, i inkubowa¢ 18-20 godzin w temperaturze 30 °C. Zebral przyrost w 25 ml roztworu chlorku
sodowego (ppkt 4.3) i wymieszaé. Rozcieficzy¢ roztwor dziesigciokrotnie za pomoca roztworu chlorku
sodowego (ppkt 4.3). Transmisja $wiatla zawiesiny powinna przechodzi¢ przez zawiesing, zmierzona przy
650 nm, w naczynku 1 cm w stosunku do roztworu chlorku sodowego (ppkt 4.3), powinna wynosi¢ okoto
75 %. Zawiesina ta moze by¢ przechowywana przez tydzien w temperaturze okoto 4 °C.

Pozywki i odczynniki

Pozywka (°)

Pepton migsa 6,0g
Trypton 40¢g
Ekstrakt z drozdzy 30¢g
Ekstrakt z migsa 15¢
Glukoza 10g
Agar 10,0-20,0 g
Woda 1000 ml

pH 6,5-6,6 (po sterylizacji).

Odczynnik do oznaczenia (°)

Trypton 50g
Ekstrakt drozdzy 40g¢
Ekstrakt z migsa 30¢g
Agar 10,0-20,0 g
Woda 1 000 ml

pH 8.0 (po sterylizagji).

1 mg roztworu bazowego spiramycyny réwna si¢ 3 200 jednostkom migdzynarodowym (IU).
Moga by¢ stosowane inne metody pod warunkiem, ze ustalono, ze daja one takie same zawiesiny bakteryjne.
Moze by¢ uzyta dowolna inna, dostepna w handlu, pozywka o podobnym skladzie i dajaca takie same rezultaty.
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4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

6.1.

6.2.

7.1.

0,8-procentowy (stezenie wagowe) roztwdr chlorku sodowego

Rozpusci¢ 8 g chlorku sodowego w wodzie i rozcieficzy¢ do 1 000 ml; poddac sterylizagji.

Buforowy roztwdr wodoroweglanu fosforanu, pH 8,0

Wodorofosforan dwupotasowy K,HPO, 16,7 g
Dwuwodorofosforan potasu KH,PO, 05¢g
Wodoroweglan sodu NaHCO, 20,0 g
Woda do 1000 ml

Mieszanina roztworu buforowego wodoroweglanu fosforanu (ppkt 4.4)

50/50 (objetosciowo/objgtosciowo).

Substancja wzorcowa

Spiramycyna o znanej aktywnosci (w jednostkach migdzynarodowych).

Roztwory wzorcowe

Rozpusci¢ doktadnie odwazong ilo$¢ substancji wzorcowej (ppkt 4.6) w mieszaninie (ppkt 4.5) i rozcienczyé
te sama mieszaning, aby uzyska¢ roztwor podstawowy zawierajacy 1 000 jednostek miedzynarodowych
spiramycyny na mililitr. Roztwor ten przechowywany w zakorkowanej kolbie w temperaturze 4 °C jest stabilny
przez pig¢ dni.

Na bazie tego roztworu, rozcienczajac go stopniowo za pomoca mieszaniny (ppkt 4.5), nalezy przygotowac
nastepujace roztwory:

1 j.m./ml

3

N

, 025 j.m./ml

v »n n n

I
0,5 j.m./ml
/
. 0125  jm.ml

Przygotowanie ekstraktu i roztworéw do oznaczania

Ekstrakcja

Odwazy¢ probke 20,0 g w przypadku pasz oraz 1,0-20,0 g w przypadku premikséw. Dodaé 100 ml
mieszaniny (ppkt 4.5) i potrzasa¢ przez 30 minut. Odwirowal lub dekantowa(, a ciecz zlang znad osadu
rozcienczy¢ mieszaning (ppkt 4.5), aby uzyskal oczekiwang zawarto$¢ spiramycyny wynoszacg 1 j.m./ml
(= Uy).

W przypadku oczekiwanych zawartosci spiramycyny ponizej 2,5 mgfkg paszy proces ekstrakeji musi by¢
przeprowadzony w nastgpujacy sposob. Nalezy odwazy¢ probke 20,0 g. Doda¢ 100 ml mieszaniny (ppkt 4.5)
i potrzgsaé przez 30 minut. Odwirowa¢ przez kilka minut, wzigé 50 ml cieczy zlanej znad osadu i odparowaé
do objetosci okoto 4 ml w warunkach zmniejszonego ci$nienia w obrotowej wyparce w temperaturze 40 °C.
Pozostalosci nalezy rozcieficzy¢ mieszaning (ppkt 4.5), aby uzyskaé oczekiwana zawarto$¢ spiramycyny
wynoszaca 1 j.m./ml (= Uy).

Roztwory do oznaczania
Z roztworu Uy przygotowac roztwory U, (zakladana zawarto$¢: 0,5 j.m./ml), U, (zakladana zawarto$é: 0,25

jm./ml) oraz U, (zakladana zawarto$¢: 0,125 j.m./ml) w drodze kolejnych rozcieficzen (1 + 1) za pomoca
mieszaniny (ppkt 4.5).

Procedura oznaczania

Posiew odczynnika do oznaczania

Dokona¢ posiewu odczynnika do oznaczania (ppkt 4.2) za pomoca zawiesiny bakteryjnej (ppkt 3.2)
w temperaturze okolo 50 °C. Za pomoca wstegpnych préb na plytkach z odczynnikiem do oznaczania (ppkt
4.2) ustali¢ ilo§¢ zawiesiny bakteryjnej niezbednej do uzyskania najwigkszych i najezystszych stref hamujacych
reakcje przy roznych wielkosciach stgzenia spiramycyny.
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7.2.

7.3.

0]

Przygotowanie plytek

Dyfuzj¢ w agarze wykonuje si¢ na plytkach z czterema st¢zeniami roztworéw wzorcowych (S, S,, S, S;) oraz
z czterema stgzeniami roztworu do oznaczania (Ug, Uy, U,, U;). Powyzsze cztery st¢zenia ekstraktu i wzorca
muszg by¢ koniecznie umieszczone na kazdej plytce. W tym celu wybraé odpowiednio duze plytki dla
umozliwienia wykonania co najmniej o§miu otworéw o $rednicy 10-13 mm i nie mniej niz 30 mm migdzy
$rodkami, w podlozu agarowym. Proba moze by¢ wykonana na plytkach szklanych z pierScieniem z aluminium
lub tworzywa sztucznego umieszczonym na gornej powierzchni, o $rednicy 200 mm i 20 mm wysokosci.

Do plytek wlaé odpowiednig ilos¢ odczynnika (ppkt 4.2), posianego zgodnie z opisem w ppkt 7.1, aby uzyskaé
2-mm warstewke (60 ml na plytke o $rednicy 200 mm). Pozostawi¢ przez chwile do ustalenia poziomu
powierzchni, nast¢pnie nacia¢ otwory i umiesci¢ w nich dokladnie odmierzone ilosci roztworéw do oznaczania
i wzorcowych (0,10-0,15 ml na otwor, zgodnie ze $rednica). Zastosowal kazde steZenie co najmniej cztery
razy, tak aby kazde oznaczenie podlegalo ocenie 32 stref hamujacych.

Inkubagja

Inkubowac plytki 16-18 godzin w temperaturze 30 °C + 2 °C.

Ocena

Zmierzy¢ $rednicg stref hamujacych z dokladnoscia do 0,1 mm. Zapisaé $rednie wartosci pomiaréw dla
kazdego stezenia na papierze pétlogarytmicznym, pokazujac logarytm ze stezen w zaleznosci do $rednicy stref
hamujacych. Wykresli¢ linie o najlepszej zgodnosci zaréwno dla roztworu wzorcowego, jak i ekstraktu, na
przyklad jak ponizej.

Wyznaczy¢ punkt o najlepszej zgodnosci dla najnizszego poziomu wzorcowego (S, stosujac nastgpujacy wzor:

78, t4s, s, - 258

a) SL =
( 10

Wyznaczy¢ punkt o najlepszej zgodnosci dla najwyzszego poziomu wzorcowego (SH), stosujgc nastepujacy
wzor:

78 tas,ts,)— 2s1

SH =
(b) m
W podobny sposéb nalezy obliczy¢ punkty o najlepszej zgodnosci dla najnizszego poziomu ekstraktu (UL) oraz
dla najwyzszego poziomu ekstraktu (UH), wstawiajac w powyzszych wzorach w miejsce wartosci sy, s, i sg
wartosci uy, u, i uy (1).

Zapisa¢ obliczone wartosci SL i SH na tym samym papierze milimetrowym i polaczy¢ je linig, faczaca punkty
o najlepszej zgodnosci dla wzorcowego roztworu. W podobny sposéb zapisa¢ wartosci UL i UH na papierze
milimetrowym i polaczy¢ je, uzyskujac lini¢ taczaca punkty o najlepszej dla ekstraktu.

W przypadku braku jakichkolwiek zaklocen linie powinny by¢ réwnolegle. Do celéw praktycznych linie
mozna uzna¢ za réwnolegle, jesli wartosci (SH-SL) oraz (UH-UL) nie odbiegaja wiecej niz 10 % od ich wartosci
$redniej.

Jesli okaze sig, ze wykresy nie sg rownolegle, to albo u, is, lub ug i s moga by¢ odrzucone, a wartosci SL, SH,
UL oraz UH obliczone przy uzyciu alternatywnego wzoru, ktéry powinien daé linie faczace punkty o najlepszej
zgodnosci:

55+ 2s,—s 55+ 2s,—s
’ 1 2 T4 2 4 °8
a SL = va
@’ 6 gy 6
5s,+ 25, —s 5s,+ 2s,—s
(b!) SH = 4 62 1V3.gy 8 64 2

podobnie dla wartosci UL i UH. Alternatywne linie, faczace punkty o najlepszej zgodnosci, powinny by¢
sprawdzone pod katem rownoleglosci, tak jak poprzednio. Fakt, Ze wyniki zostaly otrzymane przy uzyciu
trzech réznych pozioméw, nalezy odnotowaé w sprawozdaniu koficowym.

Mate litery ,s” i ,u” odnosza si¢ do Srednic stref hamujacych.
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Kiedy linie zostang uznane za réwnolegle, obliczy¢ logarytm wzglednej aktywnosci (log. A), stosujac wzor
podany ponizej, w zaleznoéci od tego, czy do oceny réwnoleglosci zastosowano trzy lub tez cztery poziomy.

Dla czterech pozioméw
(u

ruytut ug—sl—sz—s4—ss)xo,602

(c) LogA =
Ut Ut s, F s —u, —U,—S, =S,
lub
@ Loga :(u1+u2+ u4—sl—sz—s4)><0,401
uts,—u, s,
lub
@) Loga :(u2+ u,* ug—s,—s,—8,)x0,401

ugt sg—u,=s,

Rzeczywista aktywno$¢ = aktywnos$¢ domniemana x aktywnos¢ wzgledna A

(Ug = Sgx A)
Jesli okaze si¢, ze wzgledna aktywno$¢ nie miesci si¢ w przedziale 0,5-2,0, powtérzy¢ procedure oznaczenia
po odpowiednim skorygowaniu stezent ekstraktu lub, jezeli nie jest to mozliwe, to roztworéw wzorcowych.
Gdy nie mozna osiagnac wartosci wzglednej aktywnosci w wymaganym zakresie, to dowolny uzyskany wynik

powinien by¢ wzigty pod uwage jako wynik przyblizony, co nalezy odnotowaé w sprawozdaniu koficowym.

W przypadku gdy linie nie sg réwnolegle, powtorzy¢ oznaczenie. Jesli nadal linie wykreséw nie beda
réwnolegle, oznaczenie uznaje si¢ za niezadowalajace.

Wynik podaje si¢ w miligramach bazowej spiramycyny na kilogram paszy.

Powtarzalnosé

Réznica migdzy wynikami dwoch oznaczen przeprowadzonych na tej samej probie, przez tego samego
analityka, nie powinna przekraczac:

— 2 mgfkg, w wartosciach bezwzglednych, dla zawartosci roztworu bazowego spiramycyny do 10 mg/kg,
— 20 % w przypadku najwyzszej zawarto$ci spiramycyny w przedziale 10-25 mg/kg,
— 5 mg/kg, w wartosciach bezwzglednych, dla zawartosci spiramycyny w przedziale 25-50 mg/kg,

— 10 % w przypadku najwyzszej zawarto$ci powyzej 50 mg/kg.



