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flawomycyny w polfamiksach

NORMA BRANZOWA BN-86
Pasze 9160-35
FAREE Oznaczanie

Grupa katalogowa 1549

1. WSTEP

1.1. Przedmiot normy. Przedmiotem normy jest mi-
krobiologiczna metoda oznaczania flawomycyny w pol-
famiksach.

1.2. Zakres stesowania metody. Normg¢ nalezy stoso-
wac¢ w laboratortach zajmujgcych si¢ kontrolg 1 oceng
jakosci pasz.

2. METODA BADANIA

2.1. Zasada metody polega na pomiarze kolistych
strel” zahamowania wzrostu szezepu testowego Staphy-
lococcus aurens ATCC 6538P 1 obliczaniu na te) pod-
stawie zawartosct flawomycyny.

2.2. Odczynniki i roztwory. Podczas analizy. jesli nie
zaznaczono inaczej, nalezy stosowac wylacznie odezyn-
niki c¢z.d.a. oraz wodg destylowang lub wode o row-
nowaznej czystosci.

a) Wrzorzee Flawomycin Reference Standard.

b) Glukoza.

¢) Wycigg migsny.

d) Ekstrakt drozdzowy.

¢) Pepton.

1) Trypton.

o) Bacto-agar.

h) Silikon Se¢-2 lub Tween 80.

1) Wodorotleneck sodowy, roztwor o c¢(NaOH) =
= | mol/dm’,

1) Roztwor metanolowy do ekstrakeji. Metanol 1 wo-
dg¢ destylowang nalezy zmieszaé w stosunku objgtoscio-
wym [:1. Ustalic pH na 8.2

k) SOl fizjologiczna. Nalezy rozpuscic 9 g chlorku
sodowego w wodzie destylowanej 1 uzupetni¢ woda de-
stvlowang do 1000 ¢m’, sterylizowa¢ 20 min w tempe-
121°C (cisnienie 0,1 MPa).

2.3. Aparatura i przyrzady

a) Pehametr.

b) Korkobory o Srednicy 8 mm.

¢) Ptviki Petricgo o Srednicy 12 cm.

2.4. Pozywki, szczep testowy

2.4.1. Pozywka do hodowli szczepu i wykonania ozna-
czen

a) Wyciag migsny — 1.5

raturze

r

b) Ekstrakt drozdzowy — 3.0 ¢

¢) Pepton — 6.0 g,

d) Trypton — 4.0

¢) Glukoza — 1.0 g.

) Bacto-agar — 15 g,

¢) Woda destylowana do 1000 ¢m'.

Sktadniki nalezy rozpusci¢ podgrzewajac w autoklawie
lub we wrzacej tazni wodnej, ustah¢ pH 6.5, rozlac¢
po 10 em’ do probowek oraz po 250 cm’® do kolb,
dodajac do kazdej kolby po 0,5 g silikonu SE-2 lub
Tween 80 — 0.8 ecm’. Sterviizowa¢ 20 min w tempe-
raturze 121°C (cisnienie 0,1 MPa).

Po sterylizacji probowki nalezy ulozy¢ skosnie do za-
stygnigcia.

(F:

e

g

Podloze w kolbach stanowi pozywke do wykonania
oznaczan,

2.4.2. Szczep testowy Staphylococcus aureus ATCC
6538P. Na skos agarowy, przygotowany wg 2.4.1, na-
lezy posiaé drobnoustroj testowy 1 inkubowa¢ 24 h
w temperaturze 37°C. Hodowle nalezy przechowywac
w chtodni w temperaturze 4°C, przeszezepiajac raz
w miesigcu na Swiezy skos agarowy.

2.4.3. Przygotowanie szczepu testowego do oznaczan.
W przeddzien oznaczania nalezy przeszczepié szczep
testowy na skos agarowy wg 2.4.1 i inkubowac 18 =+
24 h w temperaturze 37°C. Wyrosnigty szczep nalezy
zmy¢ S cm’ roztworu soli fizjologiczne] wg 2.2 k)
i tak rozcienczyé, aby uzyskaé¢ 207 transmisji przy
570 nm w stosunku do soli fizjologicznej.

2.5. Przygotowanie roztworéw wzorcowych. Nalezy
odwazy¢ takg ilos¢ substancji Flawomycin Reference
Standard, aby po rozpuszczeniu w roztworze metano-
lowym wg 2.2 j) w kolbie pomiarowe] pojemnosci
50 c¢cm’, otrzymac roztwdr o st¢zeniu 1000 pg/cm’.
Roztwdr mozna przechowywac¢ w chtodni, w tempera-
turze 4°C do 3 miesigcy. Raz w tygodniu nalezy przy-
gotowac roztwor o stgzeniu 100 pg/em’ w roztworze
metanolowym wg 2.2 ), a bezpoSrednio przed ozna-
czaniem wodne roztwory o st¢zeniach: 2 pg/em’,
I pg/em’, 0.5 pg/em’ i 0,25 pg/cm’. Stezenia nalezy
zmniejsza¢ rozcienczajac w stosunku I:1.
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2.6. Przygotowanie roztworu badanej probki. Do kol-
by pomiarowe] pojemnosci 200 cm® nalezy przeniesc
odwazke 5 [0 g badanego polfamiksu tak, aby od-
wazka zawierata 2 mg flawomycyny. Doda¢ 150 ¢m?
roztworu metanolowego do ekstrakeji wg 2.2 j) 1 wy-
trzasacé. Po 15 min nalezy doprowadzi¢ roztwor do
pH 8.0 uzywajgc wodorotlenku sodowego wg 2.2.1,
4 nastepnie nalezy uzupetnié¢ do 200 c¢cm’ roztworem
metanolowvm wg 2.2 ).

Po doktadnym wymieszaniu, catlo$¢ roztworu nalezy
przenies¢ do kolby z dnem okraglym ze szlifem, po-
dtaczyvé do chltodnicy zwrotnej i ogrzewaé we wrzacej
tazni wodnej, utrzymujgc przez 15 min w stanie wrze-

Po ochtodzeniu kolbe nalezy oditaczy¢ od chiodni-

Caomteszaning odwirowywac przy 3000 obr/min przez

min.

Plvin znad osadu nalezy zla¢ ostroznie 1 rozcienczy¢
wojalowej wodzie destylowanej do stezen: 2 pg/cm?,

A 0.5 pg/em’ 10,25 pg/ecm’. Stezenia nalezy
sminic)szac rezeieiczajge wostosunku 1:1.

2.7. Wykonanie oznaczania. Dla kazde] proby bada-
nej nalezy przygotowac 4 sterylne ptytki Petriego. Roz-
pusci¢ uprzednio przygotowang pozywke wg 2.4.1 1 po
ostudzeniu do temperatury 50°C nalezy zaszczepi¢ przy-
gotowang wg 2.4.3 hodowlg szczepu testowego, dodajac
I ¢m’ przygotowanej zawiesiny (wg 2.4.3) na 100 cm’
pozywki.

Stervine plyvtki Petriego nalezy ustawi¢ na wypozio-
mowanym stole 1 do kazdej wlaé po 50 cm® zaszcze-
prone] pozywki. Po zakrzepnigciu agaru plytki zakryé
L po 30 min na kazdej plytce, nalezy wycia¢ korkobo-

rem ostem studzienek.

Poszezegolne studzienki nalezy napelniac, poczawszy
od naznaczonego miejsca, zgodnie z ruchem zegara,
roztworani wzorca 1 proby badanej, wlewajac w kaz-
da studzienke 0,15 ¢cm? roztworow:

S rOZtwOr WZOICOwy o

stezeniu 0,25 pg/cm?,

S — roztwOr wzorcowy o stezeniu 0,5 pg/cm’,
85— roziwdor wrzorcowy o stezeniu 1,0 pg/em?,
S, -— roztwOr wzorcowy o stezeniu 2,0 pg/cm’,
k. — roztwoOr badanej proby o stezeniu 0,25 pg/cm?,
6. — roztwdr badanej proby o stezeniu 0,5 pg/cm’,
B+ — roztwOr badanej proby o stezeniu 1,0 pg/cm?,
Bi — roztwOr badanej proby o stezeniu 2,0 pg/cm?’.

W celu uzyskania dobrej dyfuzji, ptytki nalezy po-
zostawic na 2 h w temperaturze pokojowej, a nastgp-
nic mmkubowaé przez 18 h w temperaturze 37°C.

2.8. Obliczanie wynikéw oznaczar 1. Po okresie inku-
bacji nalezy zmierzy¢ Srednice stref zahamowania
wzrostu szczepu testowego. Wyniki pomiardéw zapisac
w tablicy i obliczy¢ $rednie arytmetyczne dla odpowia-
dajgcych sobie stezen z czterech plytek. zaré6wno dla
roztworu wzorcowego jak 1 dla badanego. Uzyskane
$rednie wyniki sg podstawowa do cliiczenia usrednionej
wartosci wielkosci stref zahamd ,ania wzrostu dla naj-
nizszego S, 1 najwyzszego Sy stezenia wzorca wg wzo-
row

781+ 45, + §3- 28,

S, = 1

L 0 (1)
7854 + 45; + 82 - 28

Su = 10 (2)

Usrednione warto$ci wielkosci stref zahamowania
wzrostu dla najnizszego B. i najwyzszego By stgzenia
proby nalezy obliczy¢é, wykorzystujac te same wzory,
wstawiajgc zamiast svmboli § symbole B.

Obliczy¢ roznice (Su - Si) 1 By — Bp). Jezeli obli-
czone roznice nie sa wigcksze niz 10% ich Sredniej war-
tosci, nalezy uznaé, ze zostal spetniony warunek row-
noleglosci obrazujacy zalezno$¢ migdzy st¢zeniem fla-
womycyny a wielkoscia stref zahamowania wzrostu
bakterii odpowiednio dla roztworow wzorcowych jak
1 badanych.

Majac obliczone $rednie wartosci stref zahamowania
wzrostu bakterii dla poszczegdlnych stezen wzorca
i proby badanej nalezy obliczy¢ logarytm N wg wzoru

Bi+B:+Bs+Bs-81-5:-85:1-84
Bi+Bi+ S4+8:-B1-B,-8,- 8

lg N = -0,6021 (3)

Zawartos¢ flawomycyny X w g/kg, w badanej prob-
ce, nalezy obliczy¢ wg wzoru

¥ = N-M- R "
1000 - b )
w ktorym:
N — wspodtczynnik  proporcjonalnosci  odczytany
z logarytmu N,
M — zalozona zawartos¢ flawomycyny w roztworze
badanym = 2 pg/cm?,
R — rozcienczenie probki,
b — nawazka badanego polfamiksu, g.

2.9. Wynik koncowy oznaczania. Za wynik nalezy
przyja¢ Srednia arytmetyczna co najmniej dwoch row-
nolegltych oznaczan. Dopuszczalna rdznica migdzy
dwoma rdéwnoleglymi oznaczeniami nie powinna prze-
kroczy¢ 15% bledu wzglednego.

KONIEZC

INFORMACIJE DODATKOWE

1. Instytucja opracowujgca norme — Centralne Laboratorium

Przemyvsiu Paszowego w Lublinie.
2. Autor projektu normy — mgr bEwa Garstka — Kutnowskie
Zuakludyv Farmaceutyezne POLFA — Kutno.

3. Informacja o ptytkach. Plytki po zmierzeniu stref zahamowania
wzrostu nalezy przed umyciem poddad sterylizacji przy cisnieniu
0.1 MPa.
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