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Bemyndigande
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Arende

PAVISANQE MED MIKROBIOLOGISK METOD AV
MIKROBLAKEMEDELSSUBSTANSER VID KOTTBESIKTNING

18
Tillampningsomrade
Jord- och skogsbruksministeriet utfardar i denmarftning och dess bilaga bestammelser om
pavisande med mikrobiologisk metod av mikroblakeetgsiibstanser vid kottbesiktning och om
provtagning i anslutning dartill. Den undersoknimgsod som beskrivs i denna férordning anvands

vid besiktning av kott frAn nétkreatur, hovdjurirsvar och getter. I tillampliga delar kan metoden
aven anvandas vid besiktning av kott fran renarasadra hagnade daggdiur.

28
Definitioner
| denna forordning avses med
1. mikroblakemedelssubstans
en lakemedelssubstans som hindrar mikrober (bakteswampar, virus och protozoer)
fran att foroka sig eller som dodar mikrober ochsir antingen ett antibiotikum som
producerats av mikroorganismer eller ett amne samdtallts pa kemisk véag,
2. hogsta tillatna restkoncentration
(HTR, MRL) den hogsta tillatna mangden lakemeddistans i animaliska livsmedel.
Gransvardena for hogsta tillatna restkoncentrdtiors angivna i radets forordning

(EEG) nr 2377/90 av den 26 juni 1990 om inrattarsdettt gemenskapsforfarande for
att faststalla gransvarden for hogsta tillatnaméstgder av veterinarmedicins



lakemedel i livsmedel med animaliskt ursprung jaémdringai
3. kott

alla delar av notkreatur, hovdjur, svin, far ocltgeesom lampar sig som livsmedel,
4. penicillinaskansligt penicillin

V- och G-penicillin, ampicillin och amoxycillin,
5. makrolider

lakemedel som hor till gruppen makrolider, sasoytremycin, spiramycin och tylosin,
6. aminoglykosider

lakemedel som hor till gruppen aminoglykosiderpsastreptomycin,
dihydrostreptomycin, gentamicin och tobramycin, och

7. sulfonamider

lakemedel som hor till gruppen sulfonamider, sasatfadoxin, sulfadiazin och
sulfamethazin.
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Samband med andra forfattningar

Om kottbesiktning och bedémning av kott bestanasd-joch skogsbruksministeriets forordning av
den 19 april 2001 om koétthygien nr 16/VLA/2001 ¢kdgienforordningen). | jord- och
skogsbruksministeriets anvisning av den 4 mars t@@®eddmning av kott och atgarder i
anslutning till kéttbesiktning nr 9/VLA/1996 jamémdringar ges rekommendationer om nar
undersokning skall utforas for att pavisa anvanglawn mikroblakemedelssubstanser. | jord- och
skogsbruksministeriets forordning av den 21 mafl2im frammande amnen i animaliska
livsmedel nr 13/VLA/2001 (férordning om frammandaréen) utfardas bestammelser om
overvakningen av forekomsten av frammande amneh sanmogsta tillatna mangder av vissa
frammande &mnen i animaliska livsmedel.

Om kompetensen hos sadana laboratorier som utétarsidkningar i samband med kéttbesiktning
bestams i jord- och skogsbruksministeriets besiutean 13 maj 1998 om laboratorier som utfor
undersokningar av animaliska livsmedel (340/1988)tg andringar.

Vid misstanke om férekomst av antimikrobiska lakeeleskall kottet i enlighet med punkt 17 i
kapitel 2 i bilaga 3 till kotthygienférordningen dersokas pa forekomsten av dessa. En sadan
undersokning skall ocksa alltid utféras i sambaredi tnakteriologisk undersokning.

Enligt underpunkt q till punkt 22 i kapitel 3 i bda 3 till kotthygienforordningen skall slaktkroppe
och biprodukterna kasseras da ett positivt resufitaga om forekomsten av rester av lakemedel i
slaktkroppen har konstaterats genom en laboratutEngokning. Slaktkroppen kasseras dock inte
om en mikrobiologisk undersokning ger ett positadultat i fraiga om rester av lakemedel endast
betraffande njurarna och resultatet av en undemsglkav muskelvavnaden som utférts samtidigt ar
negativt.

Om en mikrobiologisk understkning av njurarna gepesitivt resultat i fraga om férekomsten



rester av lakemedel, skall indlvorna enligt undakpul till punkt 25 i kapitel 3 i bilaga 3 ti
kotthygienforordningen kasseras. Inalvorna kassi@ras om ett prov som har tagits fran
muskelvavnaden ar negativt.
48
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BILAGA
PAVISANDE AV MIKROBLAKEMEDELSSUBSTANSER VID KOTTBES IKTNING

1. ALLMANT

Med denna metod pavisas i samband med kottbesiksdidana koncentrationer



mikroblakemedelssubstanser i kott som Gverstigéngyrardet for hogsta tillatna restkoncentra
(HTR).

Forekomsten av rester av mikrobldkemedelssubstakédrundersoks med hjélp av
agardiffusionsmetoden. Om det i en provbit finnsx@msom hindrar mikrobers tillvaxt, sprider de
sig i det omgivande naringssubstratet och hamns#vakteriens tillvaxt. Om provbiten innehaller
amne som hammar bakteriernas tillvaxt, bildas kpraybiten en inhiberingszon vars bredd mats.
Restkoncentrationerna &r i allméanhet hogre i njumadél an i muskelvavnad. Genom undersékning
av njurvavnad kan de flesta mikroblakemedelssubstgpavisas i form av koncentrationer som
anger sadana koncentrationer som i muskelvavnagkinder gransvardet for hogsta tillatna
restkoncentration (HTR). Det ar lattare att paaalet finns mikroblakemedelssubstanser i kott
genom att undersdka njurvavnad an genom att urkkeredskelvavnad.

For penicillin ar metoden dock sa kanslig att kaniaioner pA HTR-niva kan pavisas genom
undersokning av muskelvavnad. Vid undersokningjakama uppmats penicillin i sddana
koncentrationer som i muskelvavnad understiger HO&.finns ocksa uppgifter om att
aminoglykosider fororsakar langvariga restsubstaingigrarna. Vissa mikroblakemedelssubstanser,
sasom sulfonamider och makrolider, kan inte korsaatpa tillforlitligt satt med denna metod,
eftersom metoden inte ar tillréckligt kanslig f@sda amnen.

2. UTRUSTNING OCH MATERIAL

2.1. Utrustning och reagenser

Utrustning:

Sterila petriskalar (£ 90 mm)

Sterila pipetter, mikropipetter och matflaskor

Sterila korkborrar (£ 9 mm), knivar och pincetter

Sterila runda filterpapper (£ 6 mm)

Varmeskap (+30° C +1° C)

Apparat fér méatning av inhiberingszonen (skjutm@iggrannhet 0,1 mm)

Utrustning fér bokfdéring av resultaten

Reagenser:

Trimetoprimlésning

Penicillintabletter som innehaller 5 m g G-penigill

Penicillinaslésning som innehaller en miljon enhgter ml.

2.2. Trimetoprimlésning

Basldsningen framstélls genom att 60 mg rent tiametn I6ses upp i 20 ml etanol och vidare i 80

ml sterilt, destillerat vatten. Trimetoprim |6ség &ngsamt. Baslosningen kan t.ex. fas pa ap@a
I6sningen skyddas fran ljus och uppbevaras i rumségatur ar hallbarheten ca 2 vec



Brukslosningen framstélls genom att baslésningénspit med sterilt, destillerat vatte
forhallandet 1:100. Brukslosningen haller i ca @agjar.

2.3. Sporsuspension

Vid tillampning av metoden anvands BGA-stamBagillus subtilis som testorganism. Fardig
sporsuspension av BGA-stam Bacillus subtilis finns till salu pa den 6ppna marknaden.

Sporsuspensionens koncentration skall vara &x-1x 10 sporer/ml. Koncentrationen skall
kontrolleras fére anvandningen.

2.4. Naringssubstrat

Som naringssubstrat anvands testagar med pH 6,8,0cBada naringssubstraten finns till salu pa
den 6ppna marknaden.

Da det naringssubstrat som anvands vid underséénihgr ett pH-varde pa 6,0 ar
sammansattningen foljande:

Kottpepton 3,45 g
Kaseinpepton 3,45 g

NaCl 5,1 ¢

Agar-agar 13,0 g

Destillerat vatten ad 1000,0 ml

Da det naringssubstrat som anvands vid underséénihgr ett pH-varde pa 8,0 ar
sammansattningen foljande:

Kottpepton 3,45 g

Kaseinpepton 3,45 g

NaCl 5,1 ¢

Agar-agar 13,0 g

Trinatriumfosfat-12-hydrat 2,4 g

Destillerat vatten ad 1000,0 ml

Naringssubstratets pH regleras vid behov med 1l 4@l till vardet 6,0 och med 1 mol/l NaOH t
vardet 8,0. Sddana agarprodukter med motsvarant®aasattning och ett pH fardigt reglerat till
6,0 eller 8,0 som finns till salu pa den 6ppna maden kan anvandas vid tillampning av metoden
efter att pH-vardet har kontrollerats.

2.5. Tillverkning av provskalar

Till n&ringssubstraten, vilkas temperatur regletdlts47 + 2° C, sétts 0,1 ml av Bacillus subtilis
BGA-sporsuspension per 100 ml naringssubstrat. Tilhdehgssubstrat vars pH ar 8,0 satts :



trimetoprimbruksldsning per 100 ml naringssubstratyid trimetoprimkoncentrationen blir 0,06
g/ml. Darefter gjuts naringssubstraten i petriskdlan skal halls 10 ml naringssubstrat. De faadig
skalarna forvaras i tejpforslutna plastpasar ikds Hallbarheten ar da 5 dygn. Skalar med minsta
lilla bakterietillvaxt far inte anvandas vid undéksingen.

Funktionsdugligheten hos varje sats naringssubsitedk kontrolleras. Detta sker pa sa satt att man
atminstone en skal ur varje sats naringssubstaaephr en tablett med G-penicillin.
Penicillintabletten borde i en skl med ph 6 astaaka en 14,5 -21 mm och i en skal med ph 8 en
13,5-20 mm bred inhiberingszon. Om inhiberingszerstorlek avviker fran de foreskrivna
granserna, skall satsen i fraga forkastas.

2.6. Tillverkning av filterpapper med penicillinas

En ml av en I6sning som innehaller en miljon enhp@nicillinas per ml spads ut med 7 ml sterilt,
destillerat vatten. Av denna l6sning dverférs Qyldned pipett till det runda filterpapperet, vaesft
det i filterpapperet finns 5000 enheter penicikina

3. PROVTAGNING OCH PROVSANDNING

1. Provbitar av njurvavnad och muskelvavnad aslaktat djur skall tas sa fort som mojligt efter
slakt. Provbitar av njurvavnad skall besta av astaine en tredjedel av njuren. Provbitar av
muskelvdavnad maste tas da det pa basis av férhapgisier eller andra uppgifter finns information
eller misstankar om att djuret har behandlats negcglinaskénsligt penicillin eller aminoglykosid.
Provbitarna tas fran hel muskelvavnad som intelidier mycket fett. Provbitarna far inte tas fran
sadana delar som visar forandringar. Provbitara#l skrkas tydligt och hallas atskilda fran
varandra.

2. Vid provtagningen skall rena instrument anvaratasundersokningen skall utforas aseptiskt sa
fort som mojligt efter provtagningen. Om undersakygn emellertid blir fordrojd, maste provbita
kylas ned. Temperaturen i provbitar av njurvavréaddock inte sjunka under 0° C och provbitarna
far inte heller djupfrysas. For att underlatta pagmingen med korkborr kan provbitar av
muskelvavnad dock djupfrysas.

3. Om proven maste sandas till ndgot annat labduatcsom inte ligger i anslutning till slakteriet,
skall proven, innan de séands ivag, kylas ned ockasi plastpase vart for sig. Proven packas och
sands i vag med en sa snabb transport som mdjligpa ett sddant satt att inga vasentliga andringar
sker i provens temperatur under transporten, it@x kylvaska med kylklampar.

4. Om det finns misstankar eller information omdjtiret har behandlats med lakemedelspreparat
som innehaller sulfonamider eller makrolider, gémssadan undersdkning som beskrivs i denna
forordning. Muskelvavnads- och njurvavnadsproves@rads direkt vidare till Forskningsanstalten
for veterinarmedicin och livsmedel for kemisk urstidming for pavisande av sulfonamider eller
makrolider.

4. UNDERSOKNING AV PROVET

1. Av den njurvavnad eller muskelvavnad som skadlaursokas tas med korkborr ut en provbit. Av
provbiten klipps en ca 2 mm tjock rund skiva. Nkivan skall besta av ungefar lika mycket
njurbark och njurmarg. Skivorna placeras i de b&lddarna med naringssubstrat (pH 6,0 och pH
8,0). Njurskivan placeras sa att njurmargen ligget agarn.

2. Pa det naringssubstrat vars pH ar 6,0 placeeakviol provbiten pa ett avstand aB2nm fran de
ett runt filterpapper med penicillini



3. Skivorna inkuberas darefter 1 timme i rumsterapgr varefter de flyttas till en temperatur pa
+ 1° C for 18-24 timmar.

4. Provbiten skall alltid sa lange provet pagavédas i kylskap for eventuell fornyad undersokning.
For fornyad undersokning kan ocksa nya provbitsiatadjuret.

5. Fornyad provundersdkning rekommenderas nartegstiir positivt och nar det inte uppges i
forhandsuppgifterna att djuret behandlats med nredRrovet kan ocksa sandas till Anstalten for
veterindrmedicin och livsmedel for fortsatta uné&rsngar.

5. AVLASNING AV RESULTATEN

1. Omedelbart efter inkuberingen mats inhiberingsns storlek med ett skjutmatt fran provbitens
kant till inhiberingszonens kant. Den klara zon doms runt provbiten rédknas som inhiberingszon.
Pa det klara omrade som raknas som inhiberingsratet inte forekomma tillvaxt av egentlig
testorganism. Inhiberingszonen mats pa det breditet.

2. Utanfor den klara zonen kan dock ibland uppteéydligt urskiljbar, ndgot grumligare zon.
Som inhiberingszon raknas da forutom den klaraz@wen den ovan namnda grumligare zonen.

3. Om den klara zonen saknas helt och det runtyiesvendast forekommer en grumlig zon, anses
provbiten inte innehalla mikroblakemedelssubstanser

4. Penicillinas hammar penicillinaskansliga petiadrs verkan. Inhiberingen méarks av att den
inhiberingszon som finns runt provbiten forlorar siinda form i n&rheten av en penicillinasplatta.
Om filterpapperen med penicillinas andrar inhibgsronens form, anses provbiten innehalla
penicillinaskansligt penicillin.

5. Tetracyklin astadkommer en stérre inhiberinggz@maringssubstrat med pH 6,0 &n pa
naringssubstrat med pH 8,0. Lakemedel som hdgrtifppen aminoglykosider och makrolider
astadkommer i sin tur en stdrre inhiberingszongréngssubstrat med pH 8,0.

6. BEDOMNING AV RESULTATEN

1. Om det pa vartdera eller nagotdera naringssatestunt njurbiten finns en inhiberingszon som &ar
dver 2 mm, anses provbiten innehalla mikroblakenssdbstanser i en koncentration som
overskrider gransvardet for hogsta tillatna restiemriration. Provresultatet ar saledes positivt. Om
inhiberingszonen ar 2 mm eller mindre i bada sk&laér provresultatet negativt.

2. Om mikroblakemedelssubstansen i provbiten kbosrsta vara kénslig for penicillinas, bedéms
resultatet dock pa basis av resultatet av muskebdsprovet med iakttagande av gransvardena for
inhiberingszonen enligt punkt 1 ovan. Om det fioppgift om att djuret har blivit behandlat med
lakemedel som hor till gruppen aminoglykosider,drad resultat for det lakemedlets del pa basis av
resultatet av muskelvavnadspro



