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1. WSTEP

1.1. Przedmiot normy. Przedmiotem normy jest meto-
da mikrobiologiczna: ptytkowo-studzienkowa oznacza-
nia tylozyny w preparatach, koncentratach, premiksach
I mieszankach paszowych.

1.2. Zakres stosowania normy. Metoda ma zastoso-
wanie do oznaczania tylozyny w preparacie Tylan, kon-
centracie KT-1, polfamiksach 3P 1 3PW oraz mieszan-
kach PP-prestarter i PP-grower zawierajgcych tylozyng.

2. METODA BADANIA

2.1. Zasada oznaczania polega na pomiarze Srednicy
kolistych stref zahamowania wzrostu szczepu testowego
Sarcina lutea ATCC9341 1 obliczeniu na tej podsta-
wie zawartosci tylozyny. Czuto$¢ metody — 2 mg/kg.

2.2. Aparatura i przyrzady

a) Autoklaw.

b) Cieplarka.

" ¢) Aparat Kocha.

d) Wstrzgsarka laboratoryjna.

e) Wiréwka.

) Spektrokolorymetr.

g) Pehametr.

h) Ptytki Petriego o Srednicy 12 =+ 15 cm.

i) Korkobory o $rednicy 10 = 13 mm.

j) Urzadzenia projekcyjne lub suwmiarka do pomia-
ru stref zahamowania wzrostu.

2.3. Odczynniki, roztwory i materiaty. Podczas anali-
zy, jezeli nie zaznaczono inaczej, nalezy stosowac wy-
tacznie odczynniki cz.d.a., oraz wode¢ destylowang lub
wodg¢ o rownowazne] czystosci.

a) Substancja standardowa
aktywnoscl.

b) Metanol cz.

¢) Sodowy chlorek, roztwor 0,8% (m/V). Roztwér
sterylizowa¢ 20 min przy cisnieniu 0,1 MPa (1 atm).

d) Bufor fostoranowy pH — 8,0. Odwazy¢ 0,523 g
potasowego fosforanu jednozasadowego (KH:;POy)
1 16,730 g potasowego fosforanu dwuzasadowego
(K:HPO,4). Oba skladniki rozpusci¢ w wodzie. Korico-

— tylozyna o znanej

wa objetos¢ uzyskanego roztworu wynosi | |. Bufor
sterylizowa¢ 20 min przy-ci$nieniu 0,1 MPa (1 atm).
Ustalic pH po sterylizacji na 8,0.

e) Bufor fosforanowy pH — 7,0. Odwazyc 5,5 g
potasowego fosforanu jednozasadowego (KH:PO.,)
1 13,6 potasowego fosforanu dwuzasadowego (K:HPO,).
Oba skladniki rozpusci¢ w wodzie. Konicowa objgtosc
uzyskanego roztworu wynosi | . Bufor sterylizowac
20 min przy ci$nieniu 0,1 MPa (1 atm). Ustali¢ pH po
sterylizacji na 7,0.

f) Mieszanina buforu 1 metanolu. Zmiesza¢ bufor
o pH 8,0 i metanol w stosunku 60 = 40 (V/V).

g) Papier pétlogarytmiczny lub milimetrowy.

2.4. Pozywki, szczepy

2.4.1. Pozywka do otrzymywania i przechowywania
szczepu testowego.

a) Glukoza — 1,0 g.

b) Pepton — 6,0 g.

¢) Trypton — 4,0 g.

d) Ekstrakt migsny — 1,5 g.

e) Ekstrakt drozdzowy — 3,0 g.

f) Agar — 10 = 20 g.

g) Woda destylowana do 1000 ml.

Pozywke¢ sterylizowaé przez 15 min przy cisnieniu
0,1 MPa (1 atm). Po sterylizacji pH podloza ustali¢
na 7,0. Rozla¢ do probowek bakteriologicznych po
okoto 3 ml 1 do butelek Roux po 250 ml pozywki.
Butelki Roux ustawi¢ w pozycji poziomej, a probowki
w pozycji ukosnej, az do zastygnigcia podloza.

2.4.2. Pozywka do wykonania oznaczania. Przygoto-
wac¢ pozywke o skladzie podanym wg 2.4.1. Po stery-
lizacji pH ustali¢ na 8,0.

2.4.3. Szczep testowy — Sarcina lutea ATTC 9341,
Na skos agarowy o pH 7,0 posia¢ drobnoustréj testo-
wy 1 inkubowa¢ 24 h w’' temperaturze 35°C. Hodowlg
bakteryjng przechowywa¢ w lodowce w temperaturze
+4°C 1 przed uptywem 4 tygodni przesia¢ na nowy skos
agarowy. '

2.4.4. Przygotowanie zawiesiny komorek drobnoustro-
ju testowego

Do dwoch probowek hodowli szczepu testowego na
skosie wprowadzi¢ po 2 ml sterylnego, swiezo przygo-
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towanego roztworu soli fizjologiczne] wg 2.3¢) 1 zmy¢
hodowlg przy uzyciu jalowych peretek szklanych. Uzys-
kana zawiesing przenie$¢ na podifoze w butelce Roux
przygotowane wg 2.4.1 i rdwnomiernie rozprowadzié
po calej powierzchni podioza. Inkubowaé¢ w tempera-
turze 35°C przez 24 h. Po okresie inkubacji zmy¢
hodowl¢ 25 ml sterylnego roztworu soli fizjologiczne]
wg 2.3¢) przy uzyciu jalowych szklanych peretek. Uzys-
kang zawiesing przenies¢ do kolbki stozkowej ze szlifem
pojemnosci 50 ml. Pobra¢ jalowo 1 ml zawiesiny do
kolbki pomiarowej pojemnosci 50 ml 1 doda¢ 24 ml
roztworu soli fizjologiczne). Zawartos¢ kolbki wymie-
sza¢ 1 zmierzy¢ gesto$é optyczng uzyskane] zawiesiny
w spektrokolorymetrze przy ditugosci fali 580 nm i dro-
dze swiatta 10 mm. Przepuszczalno$¢ powinna wynosic¢
24 + 25%. Do oznaczania uzywacé zawiesing nieroz-
cienczong, uzyskang ze zmycia butelki Roux. Zawiesi-
n¢ przechowvwaé¢ w lodowdce do 10 dni.

2.5. Przygotowanie roztworéw standardu

2.5.1. Roztwor wzorcowy podstawowy. Odwazy¢ na
wadze  analitycznej 10 = 50 mg tylozyny o znanej
aktywnosci 1 rozpusci¢ w 5 ml metanolu cz. Otrzymany
roztwér tak rozcienczyé za pomocg bpforu fosforano-
wego o pH 7.0, zeby uzyska¢ aktywno$¢ roéwng
1000 pg/ml. Roztwér przechowywaé w loddwee do
dwe h tygodni,

2.5.2. Roztwory wzorcowe robocze. Z roztworu pod-
stawowego przyrzadzié w dniu oznaczania dalsze roz-
ctenczenie tylozyny mieszaning butoru fosforanowego
i metanolu czystego wg 2.3f) do uzyskania nast¢gpuja-
cvch stezen: 2,0; 1,0; 0,5; 0.25; pg/mi (85, 84, S, S)).

2.6. Wykonanie -oznaczania

2.6.1. Przygotowanie ekstraktow analizowanych préb.
Sporzgdzi¢ z doktadnoscig 0,001 g (preparaty, premik-
sy) fub 0,01 g (koncentraty mieszank:) odwazke¢ préby
(zalgcznik 1) 1 umiesci¢ w kolbic stozkowe] ze szlifem
pojemnosci 250 ml. Doda¢ 60 ml buforu fosforano-
wego o pH 8 ogrzanego do temperatury 80°C 1 za-
‘wartos$é¢ kolby po wymieszahiu wstrzgsaé na wstrzasar-
ce laboratoryjnej przez 15 min. Roztwér pozostawid
na [0 min 1 po tym czasie doda¢ 40 ml metanolu
cz. wg 2.3b) 1 wstrzasaé dalsze 5 min. Ekstrakt odwi-
rowac przy 3000 obr/min w ciggu 10 min. Pobraé od-
powiednig 1los¢ supernatantu (zatacznik 1) 1 za pomo-
ca mieszaniny buforu i metanolu wg 2.3f) wykonad roz-
cienczenia zgodnie z zatgcznikiem 1. SteZenie uzyskane-
20 roztworu wynosi 2 ug/ml (Us).

2.6.2. Przygotowanie rozcienczen ekstraktow do ba-
dan. Ekstrakty o stgzeniu 2.0 pg/ml (Us) rozcienczyé
mieszaning buforu i metanolu wg 2.3f) kolejno w sto-
sunku I:1 uzyskujgc stgzenia:

1.0 pg/ml (Ua),

0.5 pg/ml (U,),

0.25 pg/ml (U)).

2.6.3. Przygotowanie plytek do oznaczan i przepro-
wadzenie badania. Rozpusci¢ uprzednio przygotowang
wg 2.4.2 pozywkg agarowg, ostudzi¢ do temperatury
okoto 50°C 1 wprowadzi¢ drobnoustréj testowy w ilosci
0.05 ml na 30 ml pozywki. Tak przygotowang pozyw-
ke rozla¢ do jatowych plytek Petriego. Warstwa podio-

za powinna wynosi¢ okoto 2 mm. Po wystygnigciu
agaru na kazdej ptytce wycig¢ za pomocg korkoboru
po 8 otworow. Dla kazdej badanej proby przygotowaé
cztery plytki. Na obwodzie plytki zaznaczy¢ dermato-
grafem miejsce’ jednego z otworéw 1 posuwajgc si¢
zgodnie z ruchem wskazowek zegara napeini¢ otwory
roztworami wzorca o stg¢zeniu tylozyny 2,0; 1,0; 0,5;
0,25 pg/ml oraz roztworami z badanej proéby o takim
samym st¢zeniu tylozyny w ilosct 0,10 = 0,15 ml na
otwor. Plytki inkubowaé przez 18 h w temperaturze
28 == 30PC.

2.7. Obliczenie wyniku oznaczania. Zmierzy¢ Srednice
stref zahamowania wzrostu z doktadnosdcig 0,1 mm.
Wyniki pomiaréw zapisa¢ w tablicy i1 wyliczy¢ Srednie
arytmetyczne dla odpowiadajacych sobie stref z 4 pty-
tek zaréowno dla roztworu wzorcowego, jak 1 badanego.
Uzyskane srednie wykorzysta¢ do wyliczenia usrednio-
nej wartosci wielkosci strefy zahamowania wzrostu dla
najnizszego i najwyzszego stgzenia wzorca i probki.
Wielko$¢ strefy zahamowania dla najnizszego stgzenia
wzorca (SL), obliczy¢ wg wzoru

781 +485,+ S4-28s
SL 0 (1)
w ktérym S, 2, S4, S5 — $rednie arytmetyczne $rednic
stref zahamowania wzrostu dla roztworéw wzorcowych
tylozyny przy st¢zeniach 0.25; 0,5; 1.0; 2,0 pg/ml, mm,

Wielkos¢ strefy zahamowania dla najwyzszego steze-
nia wzorca (SH), obliczy¢ wg wrzoru

TSs+ 485:+ 85, 28,
SH = 0 (2)

w ktorym S, Sy, Ss Ss — jak we wzorze (1).

Obliczajgc wielko$¢ stref zahamowania wzrostu dla
proby korzystaé z tych samych wzordw wstawiajac
w miejsce symbolu S symbol U. Znaczenie symboli
S 1 U jest identyczne jak we wzorze na obliczanie
logarvtmu wzgledne] aktywnodci (Ig A).

Wyliczone wartosci dla wzorca i prédby nanie$é na
papier potlogarytmiczny z zaznaczonymi stezeniami
w pg/ml na skali logarytmiczne] 1 §rednicami stref za-
hamowania wzrostu w mm na skali arytmetycznej.
W przypadku braku papieru pétlogarytmicznego sred-
nice stref zahamowania wzrostu odnies¢ do logarytmow
stgzen. Przez uzyskane punkty wykresli¢ proste dla
roztworu wzorcowego () 1 badanego (U). Otrzymane
linie powinny by¢ rownolegte, co daje pewnos¢, ze pod-
czas badania nie nastapily interferencje.

Linie mozna takze uzna¢ za rownolegte, jezeli war-
tosci roznic SH-SL i UH-UL nie réznig si¢ wigcej niz
10% ich $redniej wartosci. Jezeli warunek réwnolegtosci
linii jest spetniony obliczy¢ logarytm wzglednej aktyw-
nosci tylozyny (lg 4) wg wzoru

s (Uit U+ Us+Us-S1-5,-54-538) 0,602
BA= UstUs+S4s+Ss-U,-U,-S,-5> 3)
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w ktorym:

Ui, Uz, Us, Uy — $rednie arytmetyczne $rednic stref
zahamowania wzrostu dla roztwo-
row badanych préb przy zatozo-
nych stezeniach tylozyny 0,25; 0.5;
1,0; 2,0 pg/ml, mm,

S 82 Se Sy — jak we wzorze 1,

0,602 — wspotczynnik przeliczeniowy.

Rzeczywista zawarto$¢ tylozyny w badanej probie

(X) obliczy¢ wg wzoru

Zatozong zawartos¢ tylozyny wraz z jednostkami
podaje zatacznik 1. Antylogarytm wzglednej aktywnosci
tylozyny powinien miescié si¢ w zakresie od 0,5 do 2.0.
Jezeli warunek ten nie jest speiniony, oznaczanie nalezy
powtdrzyé zwracajac szezegdlng uwage na odpowiednie
dostosowanie stgzenia ekstraktu do wzorca.

2.8. Wynik koncowy oznaczania. Za wynik nalezy
przyjac¢ srednig arytmetyczng wynikow dwoch rowno-
leglych oznaczen nie réznigcych si¢ wigcej niz 5% blg-

a =2 FEE (4) du wzglgdnego w przypadku preparatu i premiksow
w ktorym: i 10% bledu wzglednego w przypadku koncentratu
y — zalozona zawartos$¢ tylozyny, i mieszanek. Wynik poda¢ w zaokragleniu do jednego
z — antylogarytm wzgledne) aktywnosci. miejsca po przecinku.
KONIEZC
ZALACZNIK
DANE DLA PRZYGOTOWANIA EKSTRAKTOW ANALIZOWANYCH PROB
Zatozona zawarto$é Wielko$¢ odwazki Objetosc pobranego Rozcienczenie do
Nazwa proby tylozyny g supernatantu objetosei
ml ml
Tylan 100 g/kg 1 2 100")
Polfamiks 3P 5 g/kg 4 1 100
Poltamisk 3P G 4 g/kg S 1 100
Koncentrat KT-! 200 mg/kg 10 5 50
Mieszanka PP-prestarter 100 mg/kg 20 5 50
Mieszanka PP-grower 40 mg/kg 20 5 20
"y Pobra¢ 5 ml i rozcienczyé do objetosci 50 ml.
INFORMACIJE DODATKOWE
1. Instytucja opracowujgca norm¢ — Centralne Laboratorium  Jakubowska — Centralne Laboratorium Przemystu Paszowego: di
Przemyslu Paszowego w Lublinie z/s w Snopkowie 21-002 Jastkéw.  Bolestaw Wojton, lek. wet. Jadwiga Dziatoszynska — Instviur We-

2. Autorzy projekiu normy — mgr Bozena Nogalska, mgr Maria

terynarii, Pulawy.
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