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DEVINTO]JI KOMISIJOS DIREKTYVA
1981 m. liepos 31 d.
nustatanti oficialiai paSary kontrolei taikytinus Bendrijos analizés metodus

(81/715/EEB)

EUROPOS BENDRIJY KOMISIJA,
atsizvelgdama j Europos ekonominés bendrijos steigimo sutartj,

atsizvelgdama | 1970 m. liepos 20 d. Tarybos direktyva
70/373/EEB dél Bendrijos méginiy paémimo ir analizés metody,
taikomy oficialiai pasary kontrolei, jvedimo (1), su paskutiniais
pakeitimais, padarytais Graikijos prisijungimo aktu, ypac i jos
2 straipsni,

kadangi minéta direktyva reikalauja, kad siekiant patikrinti, kaip
laikomasi jstatymais ir kitais teisés aktais patvirtinty nuostaty dél
pasary kokybés ir sudéties reikalavimy, oficialios pasary kontrolés
atlikimui bty taikoma Bendrijos méginiy paémimo ir analizés
metodai;

kadangi Komisijos direktyvos 71/250/EEB (%), 71/393/EEB (3),
72/199/EEB (%), 73[46[EEB (), 74/203[EEB (%), 75/84/EEB (7),
76/372[EEB (%) ir 78/633[EEB (°) su paskutiniais pakeitimais,
padarytais 1981 m. liepos 30 d. direktyva, jau nustaté keletg
analizés metody, taikomy Bendrijoje; atsizvelgiant j nuo to laiko
padaryta pazangg, tikslinga priimti devinta metody rinkinj;

kadangi priemonés, numatytos Sioje direktyvoje, atitinka Pasary
nuolatinio komiteto nuomone,
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PRIEME SIA DIREKTYVA:

1 straipsnis

Valstybés narés reikalauja, kad, oficialiai tikrinant pasarus
avoparcino ir monenzino natrio druskos kiekiams nustatyti baty
taikomi analizés metodai, aprasyti Sios direktyvos priede.

2 straipsnis

Valstybés narés priima jstatymus ir kitus teisés aktus, kurie,
jsigalioje 1981 m. gruodzio 1 d., jgyvendina $ig direktyva. Apie tai
jos nedelsdamos pranesa Komisijai.

3 straipsnis

Si direktyva skirta valstybéms naréms.

Priimta Briuselyje, 1981 m. liepos 31 d.
Tarybos vardu
Pirmininkas

Gaston THORN
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3.1.

3.2.

4.1.

4.2.

4.3.
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PRIEDAS

1. AVOPARCINO NUSTATYMAS, MATUOJANT DIFUZIJA AGARO TERPEJE

TIKSLAS IR TAIKYMO SRITIS

Siuo metodu nustatomas avoparcino kiekis pasaruose ir premiksuose. Radimo riba — 2 mg/kg (2 milijonosios
dalys). Nustatyti gali trukdyti polieteriniy antibiotiky buvimas.

METODO ESME

Méginys ekstrahuojamas acetono/vandens/druskos riigsties miiniu. Ekstrakto antibiotinis aktyvumas
nustatomas matuojant avoparcino difuzija agaro terpéje, kurioje paséta Bacillus subtilis. Difuzija matoma pagal
mikroorganizmo inhibavimo zony susidaryma. Laikoma, kad $iy zony skersmuo naudojamy koncentracijy
intervale yra proporcingas antibiotiko koncentracijos logaritmui.

MIKROORGANIZMAS: BACILLUS SUBTILIS ATCC 6633 (NCIB 8054)

Pradinés bakterijy kultiiros laikymas

Meégintuvéliuose su guls¢iuoju agaru i§ mitybinés terpés (4.1) pasé¢jama Bacillus subtilis ir inkubuojama per
naktj 30 °C temperatiiroje. Kultiira laikoma 3aldytuve mazdaug 4 °C temperatiroje. Pers¢jama kas ménes;j.

Spory suspensijos ruosimas (')

Bakterijos i§ mégintuvélio su neseniai paruo$tu guls¢iuoju agaru (3.1) surenkamos naudojant 2—3 ml sterilaus
vandens. Sia suspensija apséjama 300 ml mitybinés terpés (4.1), esancios Roux kolboje, ir 30 °C temperatiiroje
inkubuojama tris — penkias dienas. Patikrinus spory susidaryma mikroskopu, jos surenkamos 15 ml etanolio
(4.2) ir suspensija gerai sumaiSoma. Si suspensija mazdaug 4 °C temperatiiroje gali biiti laikoma maZiausiai
penkis ménesius.

REAGENTAI IR MITYBINES TERPES

Mitybiné terpé (3

Peptonas 6,0g
Tripsino peptonas 40g
Mieliy ekstraktas 30¢g
Meésos ekstraktas 15¢
Gliukoze 10g
Agaras 150¢g
Vanduo 1 000 ml

pH 6,5 (po sterilizavimo).

Etanolio 20 % (v/v) tirpalas: 200 ml etanolio praskiedziama 800 ml vandens.

Druskos riigstis a. g. (p3, = 1,18-1,19 g/ml).

Gali biiti taikomi kiti metodai su salyga, jei bus nustatyta, kad gaunamos panasios spory suspensijos.
Gali biti naudojama bet kuri prekyboje esanti mitybiné terpé, kuri turéty panasia sudétj ir su kuria baity gaunami tokie patys
rezultatai.
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4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

5.1.

5.2.

6.1.

6.2.

Natrio hidroksido 2 mol/l tirpalas.

Fosfatinis buferis, 0,1 mol/l:
Kalio-divandenilio fosfatas, KH,PO,:13,6 g,
Vanduo iki 1 000 ml.

Nustatoma pH iki 4,5.
Acetono|vandens/druskos riigsties misinys (4.3), tariy santykis: 65: 32,5: 2,5.

Standartiné medziaga: Zinomo aktyvumo avoparcino sulfatas.

STANDARTINIAI TIRPALAI

Mazdaug 10 mg tiksliai pasvertos standartinés medziagos (4.7) iStirpinama fosfatiniame buferyje (4.5) ir $iuo
buferiu tirpalas praskiedziamas tiek, kad avoparcino pradinis tirpalas blity 100 pg/ml koncentracijos.
Laikomas 4 °C temperatiiroje uzkimstoje kolboje 3is tirpalas ilieka patvarus iki septyniy dieny.

Premiksams

Nuosekliai §j pradinj tirpala skiedZiant buferiniu tirpalu (4.5), paruosiami tokiy koncentracijy tirpalai:

Pagarams

Nuosekliai §j pradinj tirpalg skiedziant buferiniu tirpalu (4.5), paruosiami tokiy koncentracijy tirpalai:

Ss 2,0 pg/ml
S4 2,0 pg/ml
S, 0,5 pg/ml

S, 0,25 pg/ml

EKSTRAKTO IR BANDYMO TIRPALY RUOSIMAS

Premiksai

10 mg tikslumu pasveriamas pakankamas kiekis méginio, kuriame biity 10-100 mg avoparcino. Méginys,
panaudojant 60 ml miinio (4.6), supilamas j 100 ml matavimo kolbg ir kratomas 15 minuciy ant mechanineés
purtyklés. Patikrinama pH verté, prireikus druskos riigstimi (4.3) nustatoma pH 2. Misiniu (4.6) praskiedZiama
iki Zymés ir gerai sumaiSoma. Dalis tirpalo filtruojama per tinkama popierinj filtrg (pvz., Whatman Nr. 1), pirmi
5 ml filtrato i$pilami. Paimama alikvotiné filtrato dalis ir natrio $armo tirpalu (4.4) nustatoma pH 4,5. 4pg/ml
koncentracijai gauti (= Uj) §is tirpalas praskiedZiamas buferiniu tirpalu (4.5).

I§ Sio tirpalo nuosekliai praskiedziant buferiniu tirpalu (4.5) santykiu (1: 1) ruo$iami tirpalai U, (numatomas
kiekis: 2pg/ml), U, (numatomas kiekis: 1,0 pg/ml) ir U; (numatomas kiekis: 0,5 pg/ml).

Pagarai

Pasveriama 50 g méginio, kuris sumai§omas su 100 ml misinio (4.6), ir 30 minuc¢iy kratoma ant mechanineés
purtyklés. Ekstraktas skaidrinamas centrifuguojant (naudojami uzkimsti centrifugavimo meégintuvéliai),
paimama alikvotiné centrifugato dalis (Zr. lenteléje toliau) ir natrio Sarmo tirpalu (4.4) nustatoma pH 4,5.
Alikvotiné tirpalo dalis praskiedziama buferiniu tirpalu (4.5) Ug koncentracijai gauti (Zr. lentel¢je toliau).
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7.1.

7.2.

7.3.

I3 3io tirpalo nuosekliai buferiniu tirpalu (4.5) praskiedziant santykiu (1: 1) ruosiami tirpalai U, (numatomas
kiekis: 1 pg/ml), U, (numatomas kiekis: 0,5 pg/ml) ir U; (numatomas kiekis: 0,25 pg/ml).

Numatomas avoparcino kiekis (mg/kg) 5 7,5 10 15 20 40
Meéginio masé (g (+ 0,1 g)) 50 50 50 50 50 50
Miginio (4.6) tiris (ml) 100 100 100 100 100 100
Skaidrinto ekstrakto tiris (ml) 20 15 20 15 20 10
Galutinis taris (ml): Ug 25 25 50 50 100 100
Numatoma Uy koncentracija (ug/ml) 2 ~2 2 ~2 2 2

BANDYMO PROCEDURA

Sé¢jimas bandymo mitybinéje terpéje

Bandymo terpéje (4.1) 50-60 °C temperatiiroje sé¢jama spory suspensija (3.2). Isankstiniais bandymais
lekstelése su bandymo terpe (4.1) nustatomas spory suspensijos kiekis, kurio, esant jvairioms avoparcino
koncentracijoms, reikia didZiausioms ir aiskiausiai matomoms inhibavimo zonoms susidaryti.

Léksteliy paruoSimas

Difuzija ant agaro atlickama l¢kstelése, naudojant keturias standartinio tirpalo koncentracijas (Sg, S4, S, ir S;)
ir keturias tiriamojo tirpalo koncentracijas (Ug, U,, U, ir U,). Kiekvienoje 1¢ksteléje batinai turi bati keturiy
koncentracijy standartiniai ir ekstrakto tirpalai. Siam tikslui pasirenkamos gana didelés lékstelés, kad agare
bty galima padaryti bent astuonias 10-13 mm skersmens skyles, tarp kuriy centry biity ne mazesnis kaip
30 mm atstumas. Bandymas gali biti atlickamas ant stiklo ploksteliy su uzdétu aplygintu aliuminio ar plastiko
ziedu, kurio skersmuo 200 mm, aukstis 20 mm.

[ leksteles jpilamas toks pagal 7.1 punkta apsétos terpés (4.1) kiekis, kad susidaryty mazdaug 2 mm storio
sluoksnis (60 ml 200 mm skersmens 1¢ksteléje). Paliekama sutirstéti horizontalioje padétyje, greziamos skylés
i kurias jpilami tiksliai i§matuoti analizuojamo ir standartinio tirpalo tariai (0,10-0,15 ml j kiekvieng skyle
atsizvelgiant i skersmenj). Kiekvienos koncentracijos tirpalas panaudojamas bent keturis kartus, todél
kiekviename nustatyme jvertinamos ne maziau kaip 32 inhibavimo zonos.

Inkubavimas

Lékstelés inkubuojamos 16-18 valandy 30 °C temperatiiroje.

[VERTINIMAS

Inhibavimo zony skersmuo i§matuojamas 0,1 mm tikslumu. Matavimy vidurkio vertés kiekvienai
koncentracijai pazymimos pusiau logaritminiame popieriuje, kuriame ihhibavimo zony skersmuo
vaizduojamas kaip koncentracijos logaritmo funkcija.

Taikant formulg, nustatomas taskas, geriausiai atitinkantis maziausia standartinio tirpalo koncentracija (SL):

78 +S +S,-2S
() gL =—1L 2 "4 "8
10
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Nustatomas taskas, geriausiai atitinkantis didZiausig standartinio tirpalo koncentracija (SH) pasinaudojant
formule:

7SS, A8+,

(b) SH 0

Panasiai skaiCiuojami taskai, geriausiai atitinkantys maziausig UL ir didZiausia UH koncentracija ekstrakte,
pakeiciant auksciau pateiktose formulése S, S,, S, ir Sg i Uy, U, U, ir Ug.

Apskaiciuotos SL ir SH vertés pazymimos tame paciame grafike ir sujungiamos, taip gaunama geriausiai
standartinj tirpalg atitinkanti tiesé. Panasiai pazyméjus ir sujungus UL ir UH vertes, gaunama geriausiai
ekstraktg atitinkanti tiesé.

Jei néra jokiy trukdzZiy tiesés turi biti lygiagrecios. Praktiniame darbe tiesés gali biti laikomos lygiagreciomis,
jei (SH-SL) ir (UH-UL) vertés nuo jy vidutinés vertés nesiskiria daugiau kaip 10 %.

Jei nustatoma, kad tiesés néra lygiagrecios, gali biiti atmetamos U, ir S; arba Uy ir Sg vertés ir SL, SH, UL ir
UH vertés apskai¢iuojamos pagal alternatyvias formules, gaunant alternatyvias geriausiai atitinkancias tieses:

58, +2S, - S 58.+2S, - S

@'y SL=—1—2 % gy 2% 8
6 6

55,+2S - S 58,+2S, - S

b") SH:“T“ arba %

Panasiai skai¢iuojamos UL ir UH vertés. Kaip ir anksciau, turi bati patikrinama, ar alternatyvios geriausio
atitikimo tiesés yra lygiagrecios. Tas faktas, kad rezultatas buvo apskai¢iuojamas pagal tris lygius, turi biti
nurodytas galutinéje ataskaitoje.

Kai laikoma, kad tiesés lygiagrecios, santykinio aktyvumo logaritmas (log A) skai¢iuojamas pagal viena iy
formuliy:

Keturiems lygiams:

(U1+U2+U4+U8 -8 -5-8,- Sg) x 0,602

(c) logA =
U, +U +S,+8, - U, - U, - S, - S,

Trims lygiams:

(U, +U,+U, = S, = S, = 8,) x 0,401

(d) IOgA:
U4+S4—U1_S1
arba:
(d,) IOgA=(U2+U4+U8_52_54_Sg)xoy401

Ug#Sg — U, =5,
Tikrasis aktyvumas = numatomas aktyvumas x santykinis aktyvumas.

Jei santykinis aktyvumas netelpa 0,5-2,0 ribose, nustatymas pakartojamas tinkamai sureguliavus ekstrakto
koncentracijas arba, jei to padaryti negalima, standartiniy tirpaly koncentracijas. Jei santykinio aktyvumo
negalima gauti reikiamame intervale, bet koks gautas rezultatas turi biiti laikomas tik apytikriu, ir tai turi buti
pazyméta galutingje ataskaitoje.

Kai laikoma, kad tiesés néra lygiagrecios, nustatymas pakartojamas. Jei lygiagretumo vis dar nepasiekiama,
nustatymas turi bati laikomas nepatenkinamu.

PAKARTOJAMUMAS

Skirtumas tarp dviejy rezultaty, gauty tam paciam analitikui atliekant du lygiagrecius matavimus su tuo paciu
méginiu, neturi virsyti:

— 2 mg/kg, absoliucia verte, kai avoparcino kiekis 2-10 mg/kg,

— 20 % didziausios vertés, kiekiams 10-25 mg/kg,

— 5 mg/kg, absoliucia verte, kiekiams 25-50 mg/kg,

— 10 % didziausios vertés, kai avoparcino daugiau kaip 50 mg/kg.
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2. MONENZINO NATRIO DRUSKOS NUSTATYMAS, MATUOJANT DIFUZIJA AGARO TERPEJE

3.1.

3.2.

4.1.

4.2.

TIKSLAS IR TAIKYMO SRITIS

Siuo metodu nustatomas monenzino natrio druskos kiekis pagaruose ir premiksuose. Radimo riba 10 mg/kg
(10 milijonyjy daliy (").

METODO ESME

Meginys ekstrahuojamas 90 % metanolio tirpalu. Ekstraktas, atsizvelgiant { monenzino natrio druskos kieki,
atitinkamai apdorojamas. Antibiotinis aktyvumas nustatomas matuojant monenzino natrio druskos difuzija
agaro terpéje, kurioje paséta Bacillus subtilis. Difuzija matoma pagal mikroorganizmo inhibavimo zony
susidaryma. Laikoma, kad $iy zony skersmuo naudojamy koncentracijy intervale yra tiesiai proporcingas
antibiotiko koncentracijos logaritmui. Sio bandymo metodo jautrumas sumazéja esant natrio jonams.

MIKROORGANIZMAS: BACILLUS SUBTILIS ATCC 6633 (NCIB 8054)

Pradinés bakterijy kultiiros laikymas

Mégintuveéliuose su guls¢iuoju mitybinés terpés agaru (4.1) paséjamas Bacillus subtilis ir inkubuojama per naktj
30 °C temperatiiroje. Kultira laikoma Saldytuve mazdaug 4 °C temperatiiroje. Persé¢jama kas ménesj.
Spory suspensijos ruosimas (2)

Jauna kult@ira i§ mégintuvélio su neseniai paruostu guls¢iuoju agaru (3.1) surenkamos naudojant 2-3 ml
sterilaus vandens. Si suspensija s¢jama 300 ml mitybinés terpés (4.1), esancios Roux kolboje, ir 30 °C
temperatiiroje inkubuojama tris—penkias dienas. Patikrinus spory susidaryma mikroskopu, jos surenkamos

15 ml etanolio (4.2), ir suspensija gerai sumaiSoma. Si suspensija mazdaug 4 °C temperatiiroje gali bti
laikoma maziausiai penkis ménesius.

MITYBINES TERPES IR REAGENTALI

Mitybiné terpé (3)

Tripsino peptonas 10,0 g
Mieliy ekstraktas 30¢g
Meésos ekstraktas 15¢
Gliukozeé 10g
Agaras (atsizvelgiant j kokybe) 10,0-20,0 g
Vanduo 1000 ml

pH 6,5 (po sterilizavimo).

Bandymo terpé

Gliukozé 10,0 g
Mieliy ekstraktas 2,5¢g
Kalio-vandenilio fosfatas, K,HPO, 0,69g
Kalio-divandenilio fosfatas, KH,PO, 0,45¢
Agaras ($varus) 10,0-20,0 g
Vanduo 1 000 ml

pH 6 (po sterilizavimo).

(") 1 mg monenzino natrio druskos atitinka 1 000 UK vienety.

A

Gali bati taikomi kiti metodai, jei nustatoma, kad gaunamos panasios spory suspensijos.
Gali biti naudojama bet kuri prekyboje esanti mitybiné terpé, kuri turéty panasia sudétj ir su kuria bty gaunami tokie patys

rezultatai.
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4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

5.1.

5.2.

5.3.

Etanolio 20 % (v/v) tirpalas: 200 ml etanolio praskiedZiama 800 ml vandens.
Metanolis, bevandenis.

Metanolio 90 % (v/v) tirpalas: 900 ml metanolio (4.4) praskiedziama 100 ml vandens.
Metanolis 50 % (v/v): 500 ml metanolio (4.4) praskiedziama 500 ml vandens.

Aliuminio oksidas, granuliuotas (Alcoa F, 20 mesy; aktyvuotas aliuminio oksidas UG1; F. Lancaster ir Co.,
arba panasus).

Standartinés medziagos: Zinomo aktyvumo monenzino natrio druska (pvz., i§ International Laboratory for
Biological Standards, Central Veterinary Laboratory, Weybridge, UK-Surrey KT15 3NB).

IRANGA
Sukamasis vakuuminis garintuvas su 250 ml tario apvaliadugne kolba.

Stiklo vamzdis chromatografijai, kurio vidinis skersmuo: 25 mm, ilgis 400 mm su atviru 2 mm skersmens
galu.

Stiklo vamzdis chromatografijai, kurio vidinis skersmuo: 11 mm, ilgis: mazdaug 400 mm su atviru 2 mm
skersmens galu.

STANDARTINIAI TIRPALAI
Tiksliai pasvertas tam tikras kiekis standartinés medziagos (4.8) iStirpinamas metanolyje (4.4) ir
praskiedziama tiek, kad baity gautas pradinis tirpalas, turintis 800 pg/ml monenzino natrio druskos. Laikomas

4 °C temperatiiroje uzkimstoje kolboje is tirpalas patvarus ne daugiau dviejy savaiciy.

Nuosekliai $j pradinj tirpala skiedZiant 50 % metanolio tirpalu (4.6), paruosiami tokiy koncentracijy tirpalai:

Sg 8,0 pg/ml
S4 4,0 pg/ml
S, 2,0 pg/ml
S, 1,0 pg/ml

EKSTRAKTO RUOSIMAS

Ekstrahavimas

Premiksai

Pasveriama 2 g méginio, jpilama 100 ml 90 % metanolio tirpalo (4.5), sumaiSoma ir kelias minutes
centrifuguojama. Centrifugatas praskiedziamas 50 % metanolio tirpalu (4.6), kad bity gauta numatoma
monenzino natrio druskos koncentracija 8 pg/ml (= Uy).

Pasarai, kuriuose monenzino natrio druskos ne maziau kaip 50 milijonyjy daliy

Pasveriama 10-20 g méginio, jpilama 100 ml 90 % metanolio tirpalo (4.5), maiSoma 15 minuciy, po to
misinys paliekamas nusistovéti.

Siaurasis stiklinio vamzdzio (5.2) galas uzkemSamas vata, | vamzdj nestipriai stuksenant per sienelg
pridedama aliuminio oksido (4.7), kol kolonélés aukstis pasiekia 75-80 mm.

Ekstraktas nupilamas i kolonéle su aliuminio oksidu, filtratas surenkamas. 30 ml filtrato praskiedziama
vandeniu iki 50 ml. Toliau, kad biity gauta numatoma monenzino natrio druskos koncentracija 8 pg/ml
(= Ug), skiedziama 50 % metanolio tirpalu (4.6).
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7.1.3.

7.2.

8.1.

8.1.

8.3.

Pasarai, kuriuose monenzino natrio druskos mazZiau kaip 50 milijonyjy daliy (iki ribinés 10 milijonyjy daliy vertés)

Pasveriama 10-20 g meéginio, jpilama 100 ml 90 % metanolio tirpalo (4.5), ir 15 minuciy maiSoma.
Centrifuguojama, kol tirpalas pasidaro skaidrus.

Jei méginyje monenzino natrio druskos koncentracija yra 40 milijonyjy daliy, paimama 40 ml centrifugato.
Jei méginyje monenzino natrio druskos koncentracija yra 10 milijonyjy daliy, paimama 80 ml centrifugato,
sukamajame vakuuminiame garintuve (5.1) garinama iki sauso likucio, temperatarai nevirijant 40 °C. Likutis
iStirpinamas 10 ml 90 % metanolio tirpalo (4.5).

Siaurasis stiklinio vamzdzio (5.3) galas uzkemSamas vata, | vamzdj nestipriai stuksenant per sienele
pridedama aliuminio oksido (4.7), kol kolonélés aukstis pasiekia 75-80 mm.

Likucio tirpalas metanolyje nupilamas i kolonéle su aliuminio oksidu, filtratas surenkamas. Kolonélé
plaunama 10 ml 90 % metanolio tirpalu (4.5) ir plovimo tirpalas sujungiamas su filtratu.

Sukamajame vakuuminiame garintuve (5.1) tirpalas garinamas iki sauso liku¢io, temperatiirai nesiekiant
40 °C. Likutis iStirpinamas 10 ml absoliu¢iojo metanolio (4.4) ir vandeniu praskiedziamas iki 20 ml. Tirpalas
bent penkias 4 000 aps./min. minutes centrifuguojamas, esant ne mazesniam kaip greiciui. Toliau, kad bty
gauta numatoma monenzino natrio druskos koncentracija 8 pg/ml (= Uy), skiedZiama 50 % metanolio tirpalu
(4.6).

Bandymo tirpalai

I§ tirpalo Ug nuosekliai praskiedziant 50 % metanolio tirpalu (4.6) santykiu (1: 1) ruoSiami tirpalai U,
(numatomas kiekis: 4pg/ml), U, (numatomas kiekis: 2 pg/ml) ir U; (numatomas kiekis: 1 pg/ml).

BANDYMO PROCEDURA

Séjimas bandymo mitybinéje terpéje

Bandymo terpéje (4.2) 50-60 °C temperatiiroje sé¢jama spory suspensija (3.2). ISankstiniais bandymais
lekstelése su bandymo terpe (4.2) nustatomas spory suspensijos tiris, kurio, esant jvairioms koncentracijoms,
reikia didziausioms ir aiskiausiai matomoms inhibavimo zonoms susidaryti.

Léksteliy paruosimas

Difuzija agare atlickama lékstelése, naudojant keturiy koncentracijy standartinio tirpalo (Sg, S, S, ir S;) ir
keturiy koncentracijy tiriamajj tirpalg (Ug, U,, U, ir U,). Kiekvienoje léksteléje bitinai turi biiti keturiy
koncentracijy standartiniai ir ekstrakto tirpalai. Siam tikslui pasirenkamos gana didelés lékstelés, kad agare
bty galima padaryti bent astuonias 10-13 mm skersmens skyles, tarp kuriy centry biity ne maZzesnis kaip
30 mm atstumas. Bandymas gali bati atlickamas ant stiklo plokstelés su uzdétu aplygintu aliuminio ar plastiko
ziedu, kurio skersmuo 200 mm ir aukstis 20 mm.

] leksteles jpilamas toks pagal 8.1 punkta apsétos terpés (4.2) kiekis, kad susidaryty mazdaug 2 mm storio
sluoksnis (60 ml 200 mm skersmens 1éksteléje). Palickama sutir$téti horizontalioje padétyje, greZiamos skylés,
i kurias jpilami tiksliai iSmatuoti analizuojamo ir standartinio tirpalo tairiai (0,10-0,15 ml i kiekvieng skyle
atsizvelgiant | skersmeni). Kiekvienos koncentracijos tirpalas panaudojamas bent keturis kartus, todél
kiekviename nustatyme jvertinamos ne maziau kaip 32 inhibavimo zonos.

Inkubavimas

Lekstelés inkubuojamos mazdaug 18 valandy 35-37 °C temperatiiroje.

IVERTINIMAS

Inhibavimo zony skersmuo iSmatuojamas 0,1 mm tikslumu. Matavimy vidurkio verté kiekvienai
koncentracijai pazymima pusiau logaritminiame popieriuje, kuriame ihhibavimo zony skersmuo
vaizduojamas kaip koncentracijos logaritmo funkcija. Bréziamos standartinj tirpala ir ekstrakta atitinkancios
tiesés, kaip parodyta Zemiau esanciame pavyzdyje.
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10.

Taikant formulg, nustatomas taskas, geriausiai atitinkantis maziausia standartinio tirpalo koncentracija (SL)
75, +8,+5, = 25,

(@) SL 0

Nustatomas taskas, geriausiai atitinkantis didZiausig standartinio tirpalo koncentracija (SH) pasinaudojant
formule:

7S+, +5, 45,

(b) sH 0

Panasiai skaiciuojami taskai geriausiai atitinkantys maziausia ekstrakto maziausiag koncentracija (UL) ir
ekstrakto didZiausig koncentracija (UH), anksciau pateiktoje formuléje Sy, S,, S, ir Sg pakeiciant { U;, U,, U,
ir Ug.

Apskaiciuotos SL ir SH vertés pazymimos tame paciame grafike ir sujungiamos, taip gaunama geriausiai
standartinj tirpalg atitinkanti ties¢. Panasiai pazyméjus ir sujungus UL ir UH vertes, gaunama geriausiai
ekstraktg atitinkanti tiesé.

Jei néra jokiy trukdziy tiesés turi bati lygiagrecios. Praktiniame darbe tiesés gali biiti laikomos lygiagreciomis,
jei (SH-SL) ir (UH-UL) vertés nuo jy vidutinés vertés nesiskiria daugiau kaip 10 %.

Jei nustatoma, kad tiesés néra lygiagrecios, gali bati atmetamos U, ir S; arba Uy ir Sg vertés ir SL, SH, UL ir
UH vertés alternatyvioms geriausiai atitinkancioms tieséms gauti skaiciuojamos pagal alternatyvias formules:

55, +2S, -S 55,+2S, - S
(@) SL=1724 arba %
55,+2S -S 55,+2S, - S
(b") SH=% arba %

Panasiai apskai¢iuojamos UL ir UH vertés. Kaip ir anks¢iau turi bati patikrinama, ar alternatyvios geriausio
atitikimo tiesés yra lygiagrecios. Tas faktas, kad rezultatas buvo apskaiciuojamas pagal tris lygius, turi bati
pazymeétas galutinéje ataskaitoje.

Kai laikoma, kad tiesés lygiagrecios, santykinio aktyvumo logaritmas (log A) skaic¢iuojamas pagal viena iy
formuliy:

Keturiems lygiams:
(U, +U,+U,+U, — S, — S, - S, — S,) x 0,602

(©) logA =
U, +U +S,+S, - U, - U, - S, - S,

Trims lygiams:

(U, +U,+U, = S, = S, - 8,) x 0,401

d) log A =

(@) log U,+S, - U, -5,

arba:

@) logA:(U2+U4+U8_SZ_S“_S")XOAM

Ug+S — U, - S,
Tikrasis aktyvumas = numatomas aktyvumas x santykinis aktyvumas.

Jei santykinis aktyvumas netelpa 0,5-2,0 ribose, nustatymas pakartojamas, tinkamai sureguliavus ekstrakto
koncentracijas arba, jei to padaryti negalima, standartiniy tirpaly koncentracijas. Jei santykinio aktyvumo

negalima gauti reikiamame intervale, bet koks gautas rezultatas turi biiti laikomas tik apytikriu, ir tai turi buti
nurodyta galutinéje ataskaitoje.

Kai laikoma, kad tiesés néra lygiagrecios, nustatymas pakartojamas. Jei lygiagretumo vis dar nepasiekiama,
nustatymas turi bati laikomas nepatenkinamu.

PAKARTOJAMUMAS

Skirtumas tarp dviejy rezultaty, gauty tam paciam analitikui atliekant du lygiagrec¢ius matavimus su tuo paciu
bandiniu, neturi virsyti:

— 20 % didziausios vertés, kai monenzino natrio druskos kiekis 10-25 mg/kg,

— 5 mg/kg, absoliucia verte, kiekiams 25-50 mg/kg,

— 10 % didziausios vertés, esant kickiams didesniems kaip 50 mg/kg.



