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PASZE Oznaczanie 
flawomycyny wpolfamiksach 

I 

l. WSTĘP 

1.1 . Przedmiot norm y. Przedmiotem norm y je ~ t mi 
kro biologiC/n<l metoda oznacza ni a nawo mycy ny w po l

lamiksa ch. 
1.2. Zakres stosowania metod y. Norm<; należy stoso

wa ć w lilLwriltoriac h zajmujących s i ę ko ntrolą i oceną 

ja kości ra s/ . 

2. M ETODA BADANIA 

2.1. Zasada metod y polega na po m ia rze kol iSlych 

st rei I~l ha illowa nia wzrost u szczepu tes to wego Slaphy

/o('uccI/s ol//'el/.\' !\ TCC 65JX P i oblicza niu na tej po d
qawic lawartośc i rbwomycyny. 

2.2. Odczynniki i roztwory. Podcza s a nali zy. jeśli nie 
1~ I 'l n aCZOnLl inaczej, nal eży s t oso wać wyłącznie o dc zy n
niki c Z. d.a. maI wod<; destylowaną lub wodę o rów

n oważn ej C'lys t uśc i. 

a) W 701'n;C F lawomyc in Rc t'ere nce St a nda rd . 

h) Gl uk Ola. 
l' ) Wyc i,) g mi~~ ny. 

d) Eks tra kt drożdżo\l' Y . 

l' l Pe plon. 

O Tryr tun . 
g) B ~ lll(l-a g:lr. 

h) Silik on Sc-2 lub Tween gO. 

i) W od oro tl enek sodowy, roztwó r o c(NaOH) = 

= I mol/dm ] 
.I) RO/tw<'lI' me lan o lowy do eks trak cj i. Metano l i wo

d,; cl l'slvl()w~1 11;) n a le ż.y z mi cszać w s tosunku o bj <; tuśe iu

wyl1l 1: 1. Us t alić pH na g, 2. 
k) Sól li /jo log iczn3. Należy rozpuśc i ć 9 g ch lorku 

sod o wl'go w wodzie desly lowa nej i u zupełni ć wodą de
st\' lowa n,) do 1000 c m! . s t e ry li zować 20 min w tempe

ra tlll7C 12 1°C (c i ś nienie 0.1 MPa). 

2.3. Aparatura przyrządy 

a ) Pehametr. 

bl Korkobory o ś rcd nic y 8 mm. 
c) PI . lki Pe tri cgo o ś rednicy 12 cm. 

2.4. Pożywki, szczep testowy 
2.4.1 . Pożywka do hodowli szczepu i wykonania ozna

czeń 

a) W yci,! g mi <;s l1y - 1.5 g, 
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b) Eks trakt droż.dżowy - .1 ,0 g, 
c) Pepton - 6.0 g, 
d ) T ryp to n - 4 ,0 g . 
e) G luk oza - 1.0 g, 
f') Bacto-aga r - 15 g, 
g) Woda d es tylowa na do 10()O cm ' 

Składniki należy rozpuścić podgrzewaj'Ic wa utoklawic 

lub wc wrzą cej łaźni wodnel , usta lić pH 6.5, roz la ć 

po 10 c m ' do prob{l\ve k o ra z po 250 c m ? cło kolb , 

dod ajclc do każdej kolb y po 0,5 g s ilik o nu SE-2 lub 
Twee n 80 - 0 .8 cm' . S t eryli70wa ć 20 min w tcmpe

ra tllr7.e 121 °C (ciśnieni e 0 , 1 MP"L 
Po stery lizacj i probówki należy ul ożyć ~kośnic do za

s tyg nl<; c la. 
Pod ł oże w kolbach sta nowi p()żywk~ do wykona ni a 

oznacza l1. 

2.4.2. Szczep testowy Sraphy/ococcus au /'cus A TCC 
6538P. Na skos agarowy , przygotowan y wg 2.4.1, na
l eży posiać drob no us trój tcstow ' i in kubować 24 h 

w te mperaturze J7°C. H o d ow l<; należy przechowywać 

w chłodni w temperaturzc 4°C. prze~Lczep i aj"c ra z 
w m ieS i ąc u na śWIe ży skos agarowy. 

2.4.3. Przygotowanie szczepu testowego do oznaczań. 

W przedd zie1't oznacza nia należy p rzes7<.:ze pi ć szczep 
tes towy na skos agarowy wg 2.4. 1 i inkubować 19 -:-
24 h w temperaturze 37°C. Wyroś ni ę t y szcze p należy 

zmyć 5 c m ) roztworu so li fi zjo log icznej wg 2.2 k) 
i tak rozc i e1'tczyć. aby u 7yskać 20o/r tr ~l n s mi sji przy 

570 11m w stos unk u d o soli fizjo logicznej. 

2.5. Przygotowanie roztworów wzorcowych. Należy 

odwa żyć tab) il ość substancji F lawomyc in Referencc 

Standa rcł . a by po rozpuszcze n iu w rOLtwOr7.e meta no
lowym wg 2.2 j ) w kolbi e pomiarowej pojemności 

50 cm ). o trzymać ro ztwór o s tę że niu 1000 ~g/cm ) . 

Roztwór m ożna przechowywać w c hł odni , w tempera

turze 4°C cło 3 m i esi ący . Ra z w tygodniu n a l eż. y przy

go tować ro ztwór o s tężeniu IDO pg/cm J w roz two rze 
m etan o lowy m wg 2.2 J) , a bezpoś rednio p rzed ozna
czanie m wodne ro zt wory o s t ęże nia c h : 2 ~lg/cm J, 

l ~g/cm J . 0,5 pg/ cm J i 0 ,25 ~g/cm J. St<;żenia należy 
zmniejszać ro zc i e l1 czaj ąc w stosunku l: l. 
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1:.6. Przygotowania roztworu badanej próbki. Do kol
h) po miarowej pOJ e mnośc i 200 cm ' nal eży przenieść 

ti ll\\a 7.k.; 5 -:- 10 g bada nego polfamiksu tak , aby od
waż ka zawierała 2 mg flawomycyny . Dodać 150 cm' 
ro n\Voru metano l ow~go do ekstrakcji wg 2.2 j) i wy-
1 rZ ~!~'l Ć. Po 15 min n a l eży doprowadzić roztwór do 
pH Ó.O u ży waj<)c wodorotlenku sodowego wg 2.2.1 , 
ci następn i e n ależy u zupełnić do 200 cm' roztworem 
Illc tano lllWvlll wg 2.2 .I). 

Po dokładnym wym iesza niu , c ałość ro ztworu należy 
prlc!1 ieść do ko lb y z dnem okrągłym ze szlifem , po
dhjClyć do chłodnicy zwrotnej i og rzewać we wrzącej 

ł a;. lli vodnej . utrzym uj ąc przez 15 min w stanie wrze
!lid o Po llc hlod ze niu k o lbę należy odłączyć od chłodni
l\ • • : lilieszani nę odwirowywać przy 3000 obr/min przez 
!li Ill in . 

Plm / Ila cl osadu należy z la ć os troż ni e i ro zcieńczyć 
II i,tlo\\ c.i wodzie dest ylowanej do stężeń: 2 ~g/cm ', 

l !:C. ",', O.S lIg/cm " i 0,25 ~lg/cm'. Stężenia należy 

In lJ1 iei~ /,!c I,' l c iv 'lcnj;)c w stosunku 1:1. 

2.7. Wykonanie oznaczania. Dla każdej próby bada
nej n ależy przygotować 4 sterylne pły tki Petriego . Roz
puśc i ć uprzednio przygo towa ną pożywk ę wg 2.4 . 1 i p o 
os tud ze ni u do temperatury 50°C należy zaszczepić przy
go towam) wg 2.4.3 h odo wl ę szczepu tes towego , dodając 
I cm ' p rzygo towa nej zawiesiny (wg 2.4 .3 ) na 100 cm' 
pożywk i. 

Stnv ln c pl yt ki Petriego należy u s tawić na wypozlo-
1ll0Wall) m sto lc i d o każdej wlać po 50 cm ' zaszcze
pionc:j pożywk i . Po zakrzepnięciu agaru płytki zakryć 

I po ~() min n ,1 ka żdej pł y t ce, należy wyciąć korkobo
n'm osic m s tudz ienek. 

p () ~. ~ćClcgó lllc s tudzienki należy napeł niać , począwszy 

od naz lla czonego miejsca, zgodnie z ruchem zega ra , 
ro n \VO ranll W70 rca i próby bada nej , wlewając w każ

li ,) stud/ienkt; 0,15 cm ' roztworów: 

'" , 

f~ , 

H l7! wó r w/(ircowy o s tężen iu 0,25 ~lg/cm 3, 
rll ztwór wzorcowy o s tężeniu 0,5 ~g/cm ', 

roztwór wzorcowy o s tę że niu 1,0 ~g/cm ), 

roztv,Ió r wzorcowy o s tę że niu 2,0 ~g/cm' , 
roz l wór badanej próby o stężeni u 0 ,25 ~g/ cm", 
roz twó r badanej próby o s tężeniu 0,5 ~g/cm ', 
ro ztwór badanej próby o s tężeniu 1,0 ~g/cm ', 

E. roztwó r ba da nej próby o stężeniu 2,0 ~g/cm ". 
W Celu u7.ys kania dobrej dyfuzji , płytki należy po

LOslilwić na 2 h w temperaturze po kojowej , a następ

ni e i ll k ubować przez Ig h w tempera turze 37°C. 

2.8. Obliczanie wyników oznaczar:l. Po okresie inku
bacji należy zmi erzyć ś rednice stref zahamowania 
wzrostu szczepu testowego. Wyniki pomiarów za pisać 
w tablicy i obliczyć średnie arytmetyczne dla odpowia
dających sobie stężeń z czterech płytek. la równo dla 
roztworu wzorcowego jak i d la bad'l.:-lego. Uzyskane 
ś rednie wyniki są podstawową do n~~ ; ic ze nia uśrednionej 

wartości wielkości stref zaham( \,ania wzrostu dla naj 
niższego S L i najwyższego SH stężenia wzorca wg wzo

rów 

7 S l + 4S 2 + S l - 2S 4 

lO 
7S 4 + 4S l + S 2 - 2S 1 

lO 

( I ) 

(2) 

Uśrednione wartości wielkości stref za hamowania 
wzrostu dla najniższego B L i najwyższego EH s tęże nia 

próby należy obliczyć , wykorzystując te same wzory, 
wstawiając za miast sv mbo li S symbole B. 

Obliczyć różnice (SH - Sd i BH - BL). Jeże li obli
czone różnice nie są większe niż \0% ich średniej war
t oś ci , należy uznać , że zos tał spełniony warunek rów
noległości obrazujący zależność między stężeniem fla
womycyny a wielkością stref zahamowania wzrostu 
bakterii odpowiednio dla roztworów wzorcowych jak 

i badanych . 
Mając obliczone średnie wartości stref zahamowania 

wzrostu bakterii dla poszczególnych stężeń wzorca 
i próby badanej należy obliczyć logarytm N wg wzoru 

BI + B2 + Bl + B4 - St- S 2 - Sl - S4 
Ig N= . 0 ,6021 (3) 

B4 + B l + S4 + S l - BI - B 2 - S t - S 2 

Zawartość flawomycyny X w g/kg, w badanej prób
ce, należy obliczyć wg wzoru 

X= 

w k tó rym: 

N·M·R 

1000 . b 
(4) 

N - współczynnik proporcjonalności odczytany 
z logarytmu N , 

M założona za wartość flawomycyny w roztworze 
badan ym = 2 ~g/cm ", 

R - rozcieńczenie próbki , 
b - naważka badanego polfamiksu , g. 

2.9. Wynik końcowy oznaczania. Za wynik należy 

przyjąć średnią arytmetyczną co najmniej dwóch rów
noległych oznaczań. Dopuszczalna różnica między 

dwoma równoległymi oznaczeniami nie powinna prze

kroczyć 15% błędu względnego. 

KONIEC 

INFORMACJE DODATKOWE 

J. Instyt ucja opracolVuj"ca normę - Ce nlralne Laboratorium 
PI'lL· ! ll ~:-. Ju p~I~/()\VL'g() w Lublinil' . 

2. Autor projektu normy - mgr Ew" G arsIka - Kuln ows kie 
1.,,' Lltll hIl'l11"t't'ul"c7nt POLFA - K Ul no . 

3. Informacja o płytkach . Pl ytki po zmierzen iu strer za hamowa nia 
wzrOS lu nal eży przed umyci em poddać steryli zacji przy ciśnieniu 

0.1 MPa. 
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