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KOMISIJOS SPRENDIMAS
1991 m. vasario 14 d.
nustatantis tam tikrus Zalio ir termiSkai apdoroto pieno tyrimy ir analizés metodus

(91/180/EEB)

EUROPOS BENDRIJY KOMISIJA,
atsizvelgdama | Europos ekonominés bendrijos steigimo sutarti,

atsizvelgdama i 1985 m. rugpjacio 5 d. Tarybos Direktyva
85/397/EEB dél zmoniy ir gyviany sveikatos jtakos prekybai ter-
miskai apdorotu pienu Bendrijoje (*) su paskutiniais pakeitimais,
padarytais Direktyva 89/662[EEB (2), ir ypac i jos 10 (2) straipsnj,

kadangi 10 (2) straipsnis numato, jog Komisija turi i§déstyti
tyrimy ir analizés metodus, naudojamus kontroliuoti atitiktj Zalio
ir termiskai apdoroto pieno standartams;

kadangi yra biitina pateikti metodus, taikomus nustatyti Zaliame
piene mikroorganizmy skaiciy leksteléje, lasteliy skaiciy, uzsalimo
temperatiira ir antibiotikus;

kadangi yra batina pateikti metodus, taikomus nustatyti pasteri-
zuotame piene patogeninius mikroorganizmus, koliforminiy bak-
terijy skaiciy, mikroorganizmy skaiciy léksteléje, fosfataze, per-
oksidaze, antibiotikus ir uzsalimo temperatiirg;

kadangi yra batina sterilizuotam ir ultraaukstoje temperatiroje
apdorotam pienui pateikti metodus ir ypa¢ nustatyti mikroorga-
nizmy skaiciy 1éksteléje ir antibiotikus;

kadangi dél techniniy priezas¢iy yra galimybé pirmiausia pateikti
tyrimy ir analizés pamatinius metodus, uztikrinancius atitiktj tam
tikriems standartams, kadangi yra ypac svarbu toliau tirti salygas,

() OLL226,1985 8 24, p. 13.
() OLL 395,1989 12 30, p. 13.

kuriose turi bati taikomi jprastiniai analitiniai tyrimy metodai;
kadangi laukiant $io tyrimo rezultaty, valstybés narés privalo nau-
doti atitinkamus jprastinius metodus, uZtikrinancius atitikej
Direktyvoje 85/397/EEB nurodytiems standartams;

kadangi tyrimy ir analizés pamatiniy metody nustatymas apima
ir analitiniy procediiry, kuriy bitina laikytis, nustatymga bei tiks-
lumo kriterijy i§déstyma, uztikrinanciy vienoda rezultaty aiski-
nima;

kadangi $iame sprendime numatytos priemonés atitinka Nuolati-
nio veterinarijos komiteto nuomoneg,

PRIEME S| SPRENDIMA;

1 straipsnis

Zaliam pienui taikomi $ie tyrimy ir analizés pamatiniai metodai:
— uzsalimo temperatiiros nustatymas,

— mikroorganizmy skaiciaus nustatymas pagal skai¢iuojamas
kolonijas léksteléje 30 °C temperatiroje,

— somatiniy lgsteliy skai¢iaus nustatymas,

— antibiotiky ir sulfamidy nustatymas.
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2 straipsnis

Pasterizuotam pienui taikomi $ie tyrimy ir analizés pamatiniai
metodai:

— uz3alimo temperatfiros nustatymas,
— fosfatazés aktyvumo nustatymas,
— peroksidazés aktyvumo nustatymas,

— mikroorganizmy skaic¢iaus nustatymas pagal skai¢iuojamas
kolonijas leksteléje 30 °C temperataroje,

— mikroorganizmy skaiiaus nustatymas pagal skai¢iuojamas
kolonijas leksteléje 21 °C temperatairoje,

— koliforminiy bakterijy skai¢iaus nustatymas pagal skaic¢iuoja-
mas kolonijas léksteléje 30 °C temperatiroje,

— antibiotiky ir sulfamidy nustatymas,

— patogeniniy mikroorganizmy nustatymas.

3 straipsnis

Sterilizuotam ir ultraaukstoje temperatiroje apdorotam pienui
taikomi $ie tyrimy ir analizés pamatiniai metodai:

— mikroorganizmy skaic¢iaus nustatymas pagal skai¢iuojamas
kolonijas leksteléje 30 °C temperatairoje,

— uzalimo temperattiros nustatymas,

— antibiotiky ir sulfamidy nustatymas.

4 straipsnis
Siy pamatiniy tyrimy analizés ir metody tikslumo kriterijai,

tyrimy protokolo bendrieji reikalavimai ir méginiy surinkimas
atlickamas pagal 1 priede nustatytas taisykles.

5 straipsnis
Tyrimy ir analizés pamatiniai metodai, nurodyti 1, 2 ir
3 straipsniuose, yra isdéstyti 2 priede.

6 straipsnis

Sis sprendimas turi biiti persvarstytas iki 1992 m. gruodzio 31d.,
siekiant atsizvelgti { mokslo ir techning pazanga.

7 straipsnis

Sis sprendimas skirtas valstybéms naréms.
Priimta Briuselyje, 1991 m. vasario 14 d.
Tarybos vardu

Komisijos narys

Ray MAC SHARRY
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2.2.

3.1.

3.2.

4.1.

4.2.

I.  BENDROSIOS NUOSTATOS

Ivadas
Aprasytos reagenty, irangos, rezultaty iSraiskos, tikslumo ir tyrimy protokoly bendrosios nuostatos.

Valstybiy nariy kompetentingos institucijos ir vykdanciosios laboratorijos, atsakingos uz pieno
méginiy émimg ir tyrimus, privalo laikytis bendryjy nuostaty.

Reagentai

Vanduo

Kuomet yra minimas vanduo, skirtas tirpinimo, skiedimo ar plovimo tikslams, nesant kity nurodymuy,
turi baiti vartojamas distiliuotas, dejonizuotas arba bent jau demineralizuotas arba ekvivalentisko gry-
numo vanduo. Mikrobiologiniams tikslams jis turi biiti be medziagy, kurios galéty paveikti arba turéti
jtakos mikroorganizmy augimui tyrimo salygomis.

Kuomet yra nuoroda i ,tirpinima“ ar ,skiedima“, nesant kokiy kity nurodymy, turima omeny ,tirpi-
nimas vandenyje“ ar ,praskiedimas vandeniu®.

Reagentai.

Nesant kity nurodymy, visi naudojami reagentai turi biiti analizinio grynumo.

Iranga

[rangos sgrasai

Skirtinguose pamatiniuose metoduose pateiktuose jrangos sgrasuose yra tik specialios paskirties ir
konkretiems techniniams reikalavimams skirta jranga.

Analizinés svarstyklés

Analizinés svarstyklés yra svarstyklés, galincios sverti 0,1 mg tikslumu.

Rezultaty iSraiska

Rezultatai

Nesant kitokiy nurodymy, analitinis rezultatas protokole turi biti pateikiamas kaip aritmetinis vidur-
kis, gautas i3 dviejy tyrimy, kurie atitinka rezultaty pakartojamumo kriterijy. Jeigu rezultaty pakarto-
jamumo kriterijus néra jvykdytas, tuomet tyrimas turi biti pakartotas arba rezultatai paskelbti nega-
liojan¢iais.

Procenty skaiciavimas

Jeigu kitaip nenurodyta, rezultatas turi bati paskai¢iuotas kaip méginio masés procentas.

Tikslumo kriterijai: rezultaty pakartojamumas ir rezultaty atkuriamumas.

Kiekvieno metodo tikslumo kriterijai apibadinami tokiu badu:

Rezultaty pakartojamumas () yra verté, Zemiau kurios yra dviejy atskiry tyrimy, gauty naudojant tg
patj mégini, tg patj metoda, tomis pacioms salygomis (tas pats analitikas, ta pati jranga, ta pati labo-
ratorija ir trumpas laiko tarpas tarp tyrimy) absoliutus rezultaty skirtumas.

Rezultaty atkuriamumas (R) yra verté, Zemiau kurios yra dviejy atskiry tyrimy, gauty naudojant ta patj
méginj, ta patj metodg ir skirtingomis salygomis (skirtingas analitikas, skirtinga jranga, skirtingos labo-
ratorijos ir (arba) skirtingas laiko tarpas tarp tyrimy) absoliutus rezultaty skirtumas.
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Nesant kity nurodymy, kiekvienam metodui atitinkamuose punktuose nurodytos pakartojamumo ir
atkuriamumo kriterijy vertés iSreiskia 95 % tikimybés lygio intervalus, apibréztus ISO 5725 1986 m.
antrajame leidinyje. Jos yra skaic¢iuojamos i3 pripazinty tarplaboratoriniy tyrimy rezultaty, panaudoty
jvertinti metoda. Taciau kai kuriems metodams bendri bandymai nebuvo atlikti. Siuo atveju pakarto-
jamumo ir atkuriamumo vertés yra paskaic¢iuojamos.

5.1.3. punkte nurodyti tarplaboratoriniai tyrimai ir studijos turi biti planuojami ir atlickami pagal tarp-
tautinius nurodymus.

Bandymo protokolas

Bandymo protokole smulkiai apraomi taikyti analizés metodai ir gauti rezultatai. Be to, jame patei-
kiamos visos procediiros detalés, kurios néra aprasytos analizés metode arba yra pasirinktinos, taip pat
ir visos kitos aplinkybés, kurios gali turéti jtakos gautiems rezultatams. Bandymo protokole pateikiama
visa visiSkam méginio identifikavimui biitina informacija.
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3.1.

3.2.

4.1.

1. ZALIO IR TERMISKAI APDOROTO PIENO MEGINI| EMIMAS

Taikymo sritis

Sis pamatinis metodas taikomas Zalio ir termiskai apdoroto pieno méginiy émimui. Méginiy émimo,
saugojimo ir transportavimo procediiros yra taikomos gamintojo pristatytam Zaliam pienui, taip pat
zaliam ir termiskai apdorotam pienui, esan¢iam saugojimo ir transportavimo cisternose.

2, 4.4, 5 ir 6 punktuose pateiktos procediiros yra taikomos termiskai apdoroto tiesioginiam vartoji-
mui skirto pieno méginiy émimui.
Bendrieji reikalavimai

Zalio ir termiskai apdoroto pieno, esancio bidonuose, cisternose ir kt., méginius turi paimti jgudes,
pries tai tinkamai apmokytas darbuotojas.

Esant reikalui, jgaliotos valstybés institucijos arba bandymy laboratorija turi instruktuoti méginius
imantj personalg dél méginiy émimo metody, siekiant uZtikrinti, kad méginys atstovauty visa siunta
ir atitikty ja.

Jei biitina, jgaliota valstybés institucija arba bandymy laboratorija turi instruktuoti méginius imantj
personala apie méginio Zenklinima, siekiant uZztikrinti nedviprasmiska méginio identifikavima.

Méginiy émimo jranga

Bendrieji klausimai

Méginiy émimo jranga turi bati pagaminta i§ nerfidijanc¢io plieno arba kitos reikiamo stiprumo
medziagos, jos konstrukcija turi atitikti numatytg paskirtj (maiSymui, méginiy émimui ir kt.). Nardi-
namosios maisyklés ir maiSytuvai, skirti maiSyti skys¢iams induose, privalo turéti pakankama plota,
kad tolygiai sumaiyty visa piena, bet nesukelty gaizaus kvapo. Samtis privalo turéti tvirta pakankamo
ilgio rankeng, kad bty galima paimti méginj i bet kokio gylio indo. Samcio talpa neturi biiti mazesné
nei 50 ml.

Meéginiy indai ir dangéiai turi bati stikliniai arba pagaminti i3 tinkamo metalo ar plastiko.
Medziagos, i kuriy yra pagaminta méginiy émimo jranga, jskaitant indus ir dang¢ius, neturi sukelti
bet kokiy méginio poky¢iy, kurie galéty paveikti tyrimy rezultatus. Visi méginiy émimo jrangos ir
taros pavirsiai turi biiti $varis, sausi, lygis, be jtriikimy, su uzapvalintais kampais.

Meéginiy émimo jranga mikrobiologiniams tyrimams.

Méginiy émimo jranga, jskaitant ir indus, i$skyrus 3.1 punkte pateiktus reikalavimus, turi bati ir ste-
rili.

Jeigu ta pati méginiy émimo jranga yra naudojama ir kitam méginiy émimui, po kiekvieno méginio

paémimo ji turi bati nuplauta ir sterilizuojama pagal tyrimy laboratorijos ar jgaliotos valstybés insti-
tucijos nurodymus ar reikalavimus, kad bty i§saugotas vienas po kito imamy méginiy $varumas.

Méginiy émimo metodika

Bendrieji reikalavimai

Nezitirint { tai, kokie bus atlickami tyrimai, pienas prie§ méginiy émima turi bati kruopsciai sumaisy-
tas rankiniu ar mechaniniu badu.

Méginys turi biti paimtas tuoj pat po sumaiSymo, pienui dar tebesant sumaiSytam.

Kai i3 cisternos tuo paciu metu imama keletas pieno méginiy, pirmiausia turi biiti paimtas méginys
mikrobiologiniam tyrimui.

Meéginio dydis turi atitikti tyrimo reikalavimus. Méginiams naudojamo indo talpa turi biiti tokia, kad
méginys beveik ja pilnai uzpildyty, tuo biidu sudarant galimybe tinkamai susimaisyti turiniui pries
tyrimg ir vengti sviesto griideliy susidarymo pervezant.
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4.2.

4.2.5.1.

4.2.5.2.

4.3.

Rankinis méginiy paémimas

Méginiy paémimas i§ pieno kibiry ir bidony

Norint greitai sumaisyti piena kibire ar bidone, nardinamoji maisykle judinama aukstyn ir Zemyn,
uztikrinant, kad pienas, reikiamai susimaisyty ir kad grietiné neprilipty prie bidono kaklo. Visa siunta
atstovaujantis méginys turi bati paimtas kaip nurodyta 4.2.4 punkte.

Méginiy paémimas i§ fermos at$aldyto pieno cisterny ar statiniy
Pienas maiSomas mechaniniu ar rankiniu baidu, kol jis tampa pakankamai homogeniskas.

Jeigu pieno tiiris yra toks, kad mechaninis maiSytuvas negali i§maisyti pieno, pienas sumaiSomas ran-
kiniu bidu.

Méginiy émimas i§ svérimo indo

Labai svarbu, kad supiltas i svérimo inda pienas bty reikiamai sumaisytas. Siekiant uZtikrinti tolygy
riebaly pasiskirstyma gali prireikti panaudoti papildoma rankinj ar mechaninj maiSyma. Kada pieno
siuntos, i§ kurios reikia paimti méginj taris virsija svérimo indo talpg, visos siuntos reprezentatyvusis
meéginys turi biti paimtas, kaip nurodyta 4.2.4 punkte.

Méginiy paémimas i§ pieno tario, esancio keliuose induose

Kada pieno kiekis, i§ kurio reikia paimti méginius, yra ne viename inde, reprezentatyvusis kiekis paima-
mas i§ kiekvieno indo ir paZymimas pieno kiekis, kuriam priklauso kiekvienas méginys. Jeigu méginiy,
paimty i§ kiekvieno indo, nereikia tirti atskirai, Siy reprezentatyviyjy kiekiy porcijos sumaisomos
tokiais kiekiais, kurie yra proporcingi kiekiui pieno inde, i§ kurio buvo paimtas kiekvienas méginys.
Sumaisius méginys (- iai) paimami i3 iy proporcingy kiekiy.

Méginiy paémimas i§ dideliy talpy — saugykly, gelezinkelio ir automobiliy cis-
terny

Prie§ paimant méginius, pienas tinkamai sumai§omas.

Dideliuose induose, saugyklose, gelezinkelio ar automobiliy cisternose esan¢iam pienui sumaiyti yra
rekomenduojama naudoti mechaninj sumaisymo bida (4.2.5.2).

SumaiSymo laipsnis turi atitikti laiko tarpa, kurio metu pienas buvo ramybés bikléje. Kiekvienu konk-
reciu atveju turi biiti pademonstruojama, kad sumaisymo efektyvumas yra tinkamas numatytai ana-
lizei atlikti; sumaiSymo efektyvumo kriterijus turi ypa¢ didele jtaka analitiniy rezultaty, gauty i3
méginiy, paimty i§ skirtingy siuntos viety, arba i§ cisternos iSpylimo angos, tam tikrais intervalais iSpi-
lant piena, panaSumui. Pieno sumai§ymo biidas yra laikomas efektyviu, jei dviejy Siomis salygomis
paimty meéginiy riebaly kiekio skirtumas yra mazesnis kaip 0,1 %.

Dideliame inde su dugne esancia iSleidimo anga isleidimo vietoje gali baiti mazas pieno kiekis, kuris
netgi po sumai§ymo negali bati laikomas reprezentatyviuoju viso kiekio méginiu. Todél méginius
geriau imti per apZiiros anga. Jeigu méginiai yra imami per i$leidimo anga, norint uztikrinti, kad tie
méginiai reprezentuoty visg kiekj, turi biti leidZziama nubégti pakankamam pieno kiekiui.

Dideliy kiekiy, saugykly, gelezinkelio ar automobiliy cisterny turinj galima sumaisyti:

— cisternose jmontuotu mechaniniu maisytuvu su elektros variklio pavara,

— maiSyklemis su propeleriu, varomomis elektriniu motoru ir uZdétomis ant apZitiros angos taip, kad
maisyklé blity panardinta piene,

— pieno recirkuliacijos badu (gelezinkelio ir automobiliy cisterny atveju) per perpylimo Zarna, pri-
tvirtintg prie cisternos iskrovos siurbliy ir jleista per apZitiros angg,

— S$variu filtruotu suspaustu oru. Siuo atveju siekiant i$vengti kartaus skonio, turi bati naudojamas
minimalus oro slégis ir taris.

Automatinis ar pusiau automatinis meéginiy émimas

Automatiniai ar pusiau automatiniai jtaisai méginiams paimti i§ gamintojo pristatyto SvieZio pieno turi
bati naudojami pagal bandymy laboratorijos ar kitos jgaliotos valstybés institucijos pateiktus nurody-
mus.

Si jranga turi biiti atitinkamai bandoma prie§ pradedant ja naudoti, taip pat reguliariai bandoma, kuo-
met ji yra naudojama pagal jgaliotos valstybés institucijos nurodymus. Méginio émimo procediiros tin-
kamumas turi bati tikrinamas siekiant nustatyti:
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— minimaly surinkto pieno tirj, i§ kurio galima tinkamai paimti mégini,
— bet kurio likucio proporcijg, kuri yra susijusi su minimaliu méginio triu,
— galimybe paimti visos masés reprezentatyvyjj méginj po tinkamo sumaiSymo.

Kada yra naudojama automatiné ar pusiau automatiné méginiy émimo jranga, jgaliota valstybés ins-
titucija gali nurodyti:

— minimaly pieno tarj, i§ kurio turi bati paimti méginiai,
— minimaly méginio tirj,
— maksimaly likutj,

— kokia analizé gali bati atlikta ir kokiy reikia imtis atsargos priemoniy.

4.4. Termiskai apdoroto pieno, skirto tiesioginiam naudojimui ir esancio maZmeninés prekybos jpakavime, méginiy
paémimas

Termiskai apdoroto, skirto tiesioginiam naudojimui ir esancio prekingje taroje pieno méginj turi suda-
ryti nepazeista pakuoté. Esant galimybei, meginiai turi bati paimti i§ jpakavimo masinos ar jmonés
Salto kambario kiek galint grei¢iau po perdirbimo. Pasterizuotam pienui tai turi biti atlikta apdoro-
jima dieng.

Bet kurio termiskai apdoroto pieno tipo (pasterizuoto, ultraaukstoje temperatiiroje apdoroto ir steri-
lizuoto) imamy meéginiy skai¢ius atitinka tyrimy, kurie bus atliekami pagal tyrimy laboratorijos ar iga-
liotos valstybés institucijos, nurodymus.

5. Méginio identifikavimas

Meéginys turi biti pazenklintas identifikavimo numeriu, tokiu baidu, kad naudojantis tyrimy laborato-
rijos ar jgaliotos valstybeés institucijos nurodymais, ji biity galima lengvai atpazinti (zr. 2).

6. Méginiy perveZimas ir laikymas

Tyrimy laboratorija pagal pieno tipg ir naudojama analizés metoda turi parengti nurodymus dél pieno
pervezimo salygy, laikymo, periodo tarp méginiy émimo ir analizés. Nurodymai turi bati iSdéstyti
pagal igaliotos valstybés institucijos reikalavimus.

Nurodymuose turi biiti pateikti Sie reikalavimai:

— pervezimo ir laikymo metu turi bliti imamasi apsaugos priemoniy, siekiant i$vengti uzter§imo kva-
pais ir tiesioginés saulés $viesos poveikio. Jei indas, kuriame yra laikomi méginiai, yra persisvie-
Ciantis, jis turi bati laikomas tamsioje vietoje,

— zalio pieno méginiai, skirti mikrobiologinei analizei, turi biti pervezami ir laikomi esant tempe-
ratirai nuo 0 °C iki 4 °C. Laiko tarpas tarp méginiy émimo ir analizés turi bati kiek galint trum-
pesnis ir jokiu biidu ne ilgesnis kaip 36 valandos. Igaliota valstybés institucija gali priimti laikymo
temperatiirg tarp 0 °C ir 6 °C, jeigu laiko tarpas tarp méginio émimo ir analizés ne ilgesnis kaip
24 valandos,

— mikrobiologinei analizei skirti pasterizuoto pieno méginiai turi bati pervezami ir laikomi esant
temperatiirai tarp 0 °C ir 4 °C. Laiko tarpas tarp méginiy émimo ir analizés turi biti kiek galint
trumpesnis ir jokiu baidu nevirsijantis 24 valandy,

— kit nei pasterizuoto Zalio pieno méginiai, skirti mikrobiologinei analizei, turi biti laikomi labo-
ratorijoje atSaldyti, ir laiko tarpas tarp méginio émimo ir analizés turi bati kiek galint trumpesnis.

Pagal jvairias procediiras kai kurioms analizéms yra taikomos specialios apsaugos priemonés.
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4.1.

4.1.1.1.

4.1.1.2.

1. UZSALIMO TEMPERATUROS NUSTATYMAS

Taikymo sritis

Si procediira yra zalio, pasterizuoto, ultraaukstoje temperatiiroje apdoroto ir sterilizuoto nenugrieb-
to, pusriebio ir nugriebto pieno uzsalimo temperatiiros nustatymo pamatinis metodas, naudojant
aparata (termistorinj krioskopa), kuriame termostatiskai valdoma vonia yra ataldoma elektriniu
budu ir termistorinis zondas pakeicia gyvsidabrio termometrg.

Yra dviejy tipy prietaisai. Pirmasis prietaisas rodo auksciausig uzsalimo temperatiirg ant uzsalimo
kreivés ploksiciojoje dalyje, tuo tarpu kitas prietaisas komerciniais tikslais yra sureguliuotas teikti
parodymus nustatytu laiku prasidéjus uzsalimui. Kadangi uz3alimo temperatiiros kreivés skirtin-
gam pieno tipui arba pienui ir etaloniniam skiediniui, naudojamam kalibravimui, gali skirtis, $iame
pamatiniame metode reikalaujama naudoti kreives rodancius prietaisus.

Prietaisai su nustatytu laiku gali baiti naudojami jprastiniams analitiniams matavimams. Uzsalimo
temperatiira naudojama nustatyti pasalinio vandens proporcija piene, su sglyga, kad méginio rigs-
tingumas nevirsija 0,18 g pieno riigsties 100 ml (Zr. 7.4) pieno.

Apibrézimas

Pieno uzsalimo temperatiira — verté, gauta matuojant pagal aprasyta metoda, iSreiksta Celsijaus laips-
niais ( °C).

Principas

Pieno méginys yra smarkiai atausinamas iki atitinkamos temperattiros priklausomai nuo prietaiso,
ir mechaniniy vibracijy biidu yra sukeliama kristalizacija, kuri i$3aukia greita temperatiros pakilima
iki kreives ploksciosios srities, ir tai atitinka méginio uzsalima.

Prietaisas yra kalibruojamas reguliuojant, kad jis turéty teisingus parodymus dviems etaloniniams
skiediniams, naudojant ta pacia procediira kaip, ir pieno méginiams. Esant Sioms salygoms, kreivés

plokscioji sritis rodo pieno uzsalimo temperatiirg Celsijaus laipsniais.
Prietaisai ir stikliniai indai.

Paprastai naudojama i laboratoriné jranga:

Krioskopas
Krioskopas susideda i§ termostatu valdomos au§inimo vonios, termistorinio zondo (puslaidininki-

nio varzos termometro) su jo grandine ir galvanometro ar automatinio atskaitos jtaiso, méginiy mai-
Sytuvo bei prietaiso Saldymui pradéti kartu su mégintuvéliais.

Audinimo vonia

Gali biti naudojami du ausinimo voniy tipai.

Panardinamasis tipas

Gerai izoliuota vonia su atitinkamu ausinimo skysciu, kuris yra taip sumaisytas, kad temperatiros

skirtumas tarp dviejy skirtingy temperatiiry skystyje nevirsija 0,2 °C. Skyscio temperatiira neturi svy-
ruoti daugiau nei £ 0, 5 °C nuo gamintojo nustatytos vertes.

Svarbu palaikyti skystj ausinimo vonioje pastoviame lygyje. Visas mégintuvélio pavirdius Zemiau
trio Zenklo turi baiti panardintas j auinimo skystj.

Cirkuliacinis tipas

Nenutritkstama atitinkamo ausinimo skyscio srové cirkuliuoja aplink mégintuvélj. Skyscio tempe-
ratira neturi svyruoti daugiau kaip * 0, 5 °C gamintojo nurodytos vertés atzvilgiu.

Tinkamas ausinimo skystis yra 33 % (pagal tarj) etano 1,2 diolio (etileno glikolio) vandeninis tirpa-
las.
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4.1.3.1.

4.1.3.2.

4.1.3.3.

Termistorius ir jo grandiné

Termistorius turi biti stiklinio zondo tipo, kurio skersmuo nevirsija 1,80 + 0, 2 mm ir pagrindinis
skersmuo nevirsija 0,31 mm. Termistoriaus laiko konstanta turi baiti mazesné kaip dvi sekundés ir
B verté (Zr. pastaba) turi bati auksta. Darbo jtampa, srové ir sklaidos konstanta turi bati tokie, kad
termistoriaus temperatiira nepakilty daugiau nei 0,0005 °C vir§ jo supancios aplinkos esant —
0,512 °C. Maksimali varzos paklaida turi bati + 5 %.

Kai zondas yra darbo padétyje krioskope, stiklinio korpuso galas turi baiti mégintuvélio asyje ir
44,6 + 0, 1 mm Zemiau mégintuvélio virsaus (zr. 15 psl.). Reikalingas Sablonas vartotojui padedan-
tis jstatyti zondg j $iag padeéti.

Pastaba

B apibiidina termistoriaus varzos temperatiiring charakteristikg pagal formule:

dR 1 p
X — = —
dT R T2
Cia:

T temperatiira Kelvinais,

R varza omais, kai temperatiira yra T,

dR 1
——x E temperattrinis varzos koeficientas;

dT
B konstanta, priklausanti nuo termistoriaus medziagos. Siuolaikinéje praktikoje rekomenduojama,
kad dydis  baty didesnis kaip 3 000.
Matavimo jtaisas ir automatinis atskaitos jtaisas
Matavimo principas
Naudojamas prietaisas turi uZregistruoti pirmaja ploksciaja sritj uzsalimo temperatiros kreivéje.
Plokscioji sritis yra kreivés dalis, kurioje temperatira iSlieka pastovi + 0, 002 °C ribose ne maziau
kaip 20 sekundziy.
Rankinis atskaitos jtaisas
Termistoriaus varza turi biiti i§lyginama Wheatstone tiltu ar panasiu prietaisu, panaudojant auksciau-

sios kokybeés stabilius rezistorius, kuriy paklaida nedidesné nei + 10 % ir kuriy temperatiiros koe-
ficientas nevirsija 2 x 10 ~ > °C.

Kintamasis (svyruojantis) rezistorius neturi nukrypti nuo tiesiskumo visame jo ruoze daugiau nei
0,3 % nuo jo maksimalios vertés.

Turi biti rezistoriy reguliavimo priemonés skirtos kalibravimo tikslams.

Matavimo skalé turi bati suskirstyta intervalais ne didesniais kaip 0,001 °C.

Automatinis atskaitos jtaisas

Automatinio atskaitos jtaiso skiriamoji galia temperattiros diapazone nuo 0 iki — 1 °C turi bati ne
mazesné kaip 0,001 °C.

Automatinio atskaitos jtaiso ir jo grandinés stabilumas turi biti toks, kad tos pacios temperatiiros
vienas po kito einancios nuorodos nesiskirty daugiau kaip 0,001 °C.

Grandinés tiesiSkumas turi biiti toks, kad prietaisui teisingai dirbant, nebiity jvesta jokia paklaida
didesné kaip * 0, 001 °C bet kuriame diapazono taske nuo — 0,400 °C iki — 0,600 °C.

Mai§ymo viela
Meéginiui maisyti yra naudojama pienui inertiska 1-1,5 mm skersmens metalin¢ viela.

Mai$ymo viela turi baiti pakoreguota pagal amplitude ir turi biiti jmontuota vertikaliai esant jos apa-
tiniam galui lygiai su termistoriaus zondo vir$ine. LeidZziama 1,5 mm paklaida auks¢iau ar Zemiau
Sios padeéties.

Maisymo viela turi vibruoti { Sonus su pakankama gamintojo nustatyta amplitude (bet ne mazesne
kaip £ 1, 5 mm), siekiant uZztikrinti tolygig méginio temperatiirg rezultato nustatymo metu. Nor-
maliai mai§ant mai§ymo viela niekada neturi liesti termistoriaus zondg arba mégintuvélio sienelg.
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4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

5.1.

5.2.

5.3.

[taisas uz$aldymui pradéti

Tai gali bt bet koks jtaisas, kurj paleidus j darba i3 karto prasideda méginio uzsaldymas ir méginio
temperatiira kyla link uz3salimo temperatiiros. Siam tikslui gali biiti panaudota maisymo viela; vie-
nas buidas yra padidinti vibravimo amplitudg¢ nuo vienos iki dviejy sekundziy, tokiu bidu, kad mai-
$ymo viela atsitrenkty j mégintuvélio sienele.

Mégintuvéliai

Mégintuveliai (Zr. 1 pav.) turi buti stikliniai, jy ilgis turi bati 50,8 + 0, 1 mm; iSorinis skersmuo —

16,0 £ 0, 1 mm, o vidinis skersmuo 13,5 * 0, 1 mm. Sienelés storis per visg mégintuvélj neturi skir-
tis daugiau kaip 0,1 mm.

29,8 mm nuo mégintuvélio vir§aus (21 mm vir§ mégintuvélio dugno) turi biti tiirio Zenklas, rodan-
tis méginio tarj 2,5 £ 0, 1 ml.

Elektrinis maitinimas

Maitinimo jtampa turi biti stabilizuota aparato viduje arba iSoréje, tokiu bidu, kad esant tinklo

jtampos * 6 % svyravimui, maitinimo jtampos svyravimai nebaty didesni kaip * 1 % jvardintos
vertes.

Analizinés svarstyklés

1 000 ml talpos vienazenklés tirio matavimo kolbos, A klasés.
Gerai ventiliuojama dziovinimo krosnis, palaikanti 130 * 1 °C temperatiirg
arba

ventiliuojama elektriné krosnis, palaikanti 300 + 25 °C temperatiirg.

DZiovintuvas

Reagentai

Boro silikatinio stiklo inde distiliuotas vanduo, uzvirintas ir at3aldytas iki 20 * 2 °C kolboje, kurioje yra
anglies dvideginj absorbuojantis vamzdelis.

Natrio chloridas, analizinio grynumo, smulkiai sumaltas, dZiovintas penkias valandas krosnyje
300 + 25 °C temperatiiroje arba alternatyviu badu iSdziovintas krosnyje 130 * 1 °C temperatiiroje
maziausiai 24 valandas ir atSaldytas iki kambario temperatiiros eksikatoriuje.

Etaloniniy tirpaly paruosimas
Svérimo indelyje pasveriamas atitinkamas kiekis (zr. 1 lentelg) sauso natrio chlorido (5.2). I3tirpi-

nama distiliuotame vandenyje (5.1), perpilama j 1 000 ml vienazenkle matavimo kolbg ir praskie-
dziama iki Zymeés 20 £ 2 °C temperatiiros vandeniu.

Laikoma 5 °C temperatiiroje gerai uzkimstuose polietileniniuose buteliuose, kuriy talpa nevirsija
250 ml, ne ilgiau kaip 2 ménesius.

Natrio chlorido tirpaly uzsalimo temperatiiros 20 °C temperatiiroje

Na cl, gl °C
6,859 - 0,408
7,818 - 0,464
8,149 - 0,483
8,314 - 0,492
8,480 -0,502
8,646 -0,512
8,811 -0,521
8,977 -0,531
9,143 - 0,541

10,155 - 0,600
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7.1.

7.2

7.3.

7.4.

7.5.

Pries naudojant etaloninj tirpalg, butelis i§ 1éto apverciamas ir sukamas keletg karty, kad gerai susi-
maisyty jo turinys. Etaloninis tirpalas niekada neturi buti smarkiai maiSomas, kad nepatekty i ji oras.

Etaloninio tirpalo méginiai iSpilami i§ butelio, supilant §j tirpalg i Svaria sausg stikling, jokiu bidu Siam
tikslui negalima naudoti pipeciy.

Neturi biiti naudojami tirpalai, paimti i buteliy, kuriuose yra maziau nei ketvirtadalis kiekio ir jeigu
néra konservuoti fungicidu (pvz. tiomersalo tirpalu, 10 g/l), jie neturi biiti naudojami ilgiau kaip du
ménesius.

Termistorinio krioskopo kalibravimas

Krioskopas turi biiti jrengtas tokiu biidu, kad aplinkos oro temperatiira nepakisty daugiau nei 1 °C
nuo tos temperatiiros, kurioje yra atlickamas kalibravimas. Krioskopas neturi biiti veikiamas saulés
spinduliy arba skersvéjy ir aukstesnés kaip 26-27°C kambario temperatiiros.

Uztikrinama, kad krioskopas biity gerame darbiniame stovyje pagal gamintojo nurodymus ir baty
jjungtas maziausiai 12 valandy pries kalibravimga. Patikrinama zondo padétis, mai§ymo vielos vibra-
vimo amplitudg ir audinanéiy skys¢iy temperatiirg.

Parenkami du etaloniniai tirpalai (Zr. 1 lentele virSuje), kurie baty artimi tiriamy pieno méginiy
numatomai uzsalimo temperatiirai. Pageidautina, kad skirtumas tarp dviejy tirpaly uz3alimo tempe-
ratiiry bty ne mazesnis kaip — 0,100 °C.

Kai kuriy $iuo metu naudojamy krioskopy konstrukcijoje termistoriaus grandiné yra sukonstruota
tokiu biidu, kad ji yra iSlyginama esant konkreciai uzsalimo temperatiiros vertei prietaiso matavimo
diapazone. Siais atvejais etaloninio tirpalo su §ia uzsalimo temperatiira, kaip vieno i§ kalibruojanciy
tirpaly, naudojimas palengvina kalibravimo procediira, ir gamintojas nurodo $ig verte.

Pipete jpilama 2,5 + 0, 1 ml vieno etaloninio tirpalo  §vary sausa mégintuvélj ir jjungiamas krios-
kopas.

Pastaba

Kalibravimui naudojami mégintuvéliai turi baiti pagaminti i§ to paties tipo stiklo ir turi bti i§plauti
ir praskalauti demineralizuotu vandeniu tuo pat metu, kaip ir mégintuvéliai, naudojami pieno
méginiy tyrimui. Etaloniniy tirpaly temperatiira turi biti analogiska pieno méginiy temperatirai.

Kalibravimo valdymo rankenélés reguliuojamos kaip nurodyta gamintojo, kol krioskopo parodymai
taps lygis etaloninio tirpalo uzsalimo temperatiirai. Si procediira pakartojama su kitu etaloniniu tir-
palu ir $iuo bidu toliau kaitaliojama, kol kiekvieno tirpalo vienas po kito einantys parodymai, nere-
guliuojant kalibravimo valdymo rankenéliy, pateiks kiekviena teisinga uz3alimo temperatiiros verte.
Tada krioskopas bus parengtas naudojimui ir tiesiogiai be jokiy koregavimy parodys pieno méginio
uz$alimo temperatiirg.

Méginio paruosimas

Jei biitina, méginiai laikomi nuo 0 iki 5 °C temperatiroje.

I§ méginio paalinami visi matomi svetimkiiniai arba kieti sviesto riebaly griideliai, jei bitina filtruo-
jama | $vary sausg inda, ir méginys atsargiai iSmaiSomas. Jeigu naudojamas filtras, jis turi nereaguoti
su pienu ir bati efektyvus naudojant laboratorijos temperatiroje.

Tyrimai gali biti atliekami tada, kai pienas yra jo laikymo temperatiiros (tarp 0° ir 5 °C) arba galima
leisti jam pasiekti laboratorijos temperatiirg prie§ pat pradedant tyrima. Taciau biitina, kad pieno
méginiai ir etaloninis tirpalas, kada jis yra naudojamas, biity tos pacios temperatiiros.

Titruojant nustatomas pieno riigstingumas kiek galima tuo paciu laiku, kada atlickamas uzsalimo
temperatiiros nustatymas. Méginiai su pieno ragstingumu, didesniu kaip 0,18 g pieno riigsties
100 ml pieno, negali biti tiriami.

Sterilizuotas ir ultraaukstoje temperatiiroje apdorotas pienas pries tyrimg maziausiai 20 minuciy turi
bati palaikomas atvirame inde.
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8.1.

8.2.

8.3.

8.4.

Procediira

ISankstiné kontrolé

Patikrinama, kad ausinanciojo skyscio temperatiira ir lygis atitikty gamintojo nurodymus ir jeigu yra
naudojamas termistoriaus zondas, patikrinama jo padétis tus¢iame mégintuvélyje.Jjungiamas krios-
kopas ir uztikrinama, kad ausinantysis skystis bity tinkamai maiSomas ar atitinkamai cirkuliuoja-
mas. Kada krioskopas jau buvo jjungtas maziausiai 12 valandy, patikrinama ausinanciojo skyscio
temperatiira, taip pat maiSymo vielos padétis ir vibravimo amplitudé.

Iprastinis kalibravimo patikrinimas

Pries atlickant tyrima, tikrinama natrio chlorido tirpalo uzsalimo temperatiira (pvz. tirpalo, kurio
uz3alimo temperatiira — 0,512 °C), kol du, vienas po kito einantys, parodymai nesiskirs daugiau nei
0,001 °C. Jeigu 3iy verciy vidurkis skiriasi nuo etaloninio tirpalo uzsalimo temperatiiros daugiau nei
0,002 °C, i§ naujo atlieckamas krioskopo kalibravimas, kaip aprasyta 6 punkte.

Jeigu krioskopas yra pastoviai naudojamas, jprastinis kalibravimo patikrinimas atlickamas bent jau
kas valandg. Bitina atsizvelgti j gamintojo nurodymus.

Pieno uzsalimo temperatiiros nustatymas

Atsargiai apver¢iamas ir keleta karty sukamas pieno méginio butelis, kad susimaiSyty jo turinys.
Meéginys nickada neturi bati labai stipriai mai§omas, kad jame neprisirinkty oro.

Pipete jpilama 2,5 + 0, 1 ml pieno  §vary, sausg mégintuvélj ir pipete pasalinamas jo perteklius.
Uztikrinama, kad zondas ir maiSymo viela biity sausi ir §varis, reikalui esant, atsargiai nuvaloma
minkstu, §variu be plaudeliy audiniu, traukiant i§ apacios i virsy.

Meégintuvélis jstatomas pagal gamintojo nurodymus i kalibruota krioskopg. Pienas bus at3aldytas ir
uz3aldymas prasidés esant gamintojo nurodytai temperattrai 0,1 °C ribose.

(Kai kuriuose automatiniuose prietaisuose $ig temperatiirg galima stebéti skaitmeniniais parodymais;
mechaniniuose prietaisuose biitinas tikslumas yra pasiekiamas uztikrinant, kad uzgalimas prasidéty,
kai galvametro rodyklé arba plona linija sutaps su atitinkamu pazenklinimu).

Jeigu dél kokios nors priezasties uzsaldymas prasideda pries arba po nurodyto temperatiiros diapa-
zono, tyrimas nutraukiamas ir pakartojamas su kita pieno méginio porcija. Jeigu pakartotinas
méginys taip pat uzsala anks¢iau uz nurodyta temperatiirg, kita méginio dalis pasildoma iki 45 °C ir
laikoma 5 minutes, leidZiant istirpti susikristalizavusiems riebalams.

Tada vél ataldoma iki tyrimo temperatiiros ir i§ karto atlickamas nustatymas. Pieno temperatiira
prasidéjus Saldymui, gretai kils iki vertes, kuri faktiskai pasiliks pastovi tam tikrg laiko tarpa pries pra-
dedant vél kristi. Uzsalimo temperatiira atitinka auk3ciausia io periodo metu pasiekta temperatiira,
ir 3i verté uZregistruojama protokole.

Pastaba

Laikotarpis, kai temperatiira licka pastovi, ir intervalas tarp $aldymo pradzios ir auksciausios tempe-
ratfiros pasiekimo skiriasi jvairiuose méginiuose ir yra Zymiai trumpesni vandeniui ir etaloniniams
natrio chlorido tirpalams negu pienui. Labai svarbu, kad biity uZregistruota pati auksciausia tempe-
ratiira.

Tyrima patenkinamai uzbaigus, mégintuvélis nuimamas, praskalaujamas vandeniu, po to i§dZiovi-
namas termistoriaus zondas ir nuvalomas minkstu, §variu, be plauseliy audiniu, vedant i§ apacios j
virsy, ir analogiskai nustatomai kito pieno méginio uz3alimo temperatiirg.

Jeigu skirtumas tarp gauty uz3alimo temperatiiry yra didesnis uz pakartojamumo verte (0,004 °C),
pakartotinai analogiskai nustatoma b kito méginio uz3alimo temperatiira. Jeigu dvi nustatytos vertes
sutampa 0,004 °C ribose, $ios vertés uzregistruojamos ir panaudojamos galutiniam rezultatui skai-
Ciuoti.

Zondo ausinimas

Panaudojus prietaisa, jdedamas tuscias megintuvelis | naudoto mégintuvélio vieta jdedamas tuscias
mégintuveélis ir nuleidziama darbiné galvuté, kad zondas bty Saltas. (Kai kuriy konstrukcijy krios-
kopuose to padaryti negalima; tais atvejais uZtikrinama, kad zondas biity reikiamai atausintas pries
matuojant, pavyzdziui, atliekant keletg kontroliniy tyrimy, kol yra gaunami nuosekliis parodymai).
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9. Rezultaty iSraiska

9.1. Skaiciavimas
Jeigu po jprastinio kalibravimo patikrinimo kalibravimas yra patvirtinamas, suskai¢iuojamas pakar-

totinai gauty uzsalimo temperatiiros priimtiny verciy vidurkis, suapvalinant iki trecio desimtainio
skaitmens.

Jeigu dviejy priimtiny pakartotiny verciy suma yra nelyginis skaicius, vidurkis suapvalinamas iki arti-
miausios lyginés vertés, kaip parodyta pavyzdyje:

Uzs$alimo temperatiira, °C

Tyrimy dvejeto rezultataividurkis Aritmetinis vidurkis
-0,544 -0,545 -0,544
—-0,545 —-0,546 - 0,546

9.2. Tikslumas:
9.2.1. Duomeny pakartojamumas (r): 0,004 °C.

9.2.2. Duomeny atkuriamumas (R): 0,006 °C.
1 paveikslas.

Termistorinio krioskopo pjiivis (termistoriaus galvutés ir vielinés maisyklés padétis mégintuvélyje)

‘L—_ Itvaras
Mandrin
Meégintuvélis ————l)-
Tube 3 échantillon
oYk
<
+{
B
<
[
‘ MaiSymo viela
Agitateur
o o
Termistoriaus korpusas > ) U
"Bille” en verre de
thermistance
\ , v
13,5+0,1 ‘
16+ 0,1

Visi matmenys nurodyti mm
Toutes dimensions en mm
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2.1.

2.2.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

II. FOSFATAZES AKTYVUMO NUSTATYMAS

Taikymo sritis

Si procediira yra fosfatazés aktyvumo pasterizuotame piene nustatymo pamatinis metodas.
Apibrézimas

Fosfatazés aktyvumas yra produkte esantis aktyvios Sarmines fosfatazes kiekis, iSreikstas fenolio kiekiu
mikrogramais, metode aprasytomis salygomis i$skiriamas i§ 1 ml pasterizuoto pieno.

Bet koks pienas, kurio fosfatazés aktyvumas yra mazesnis uz 4 pg/ml, yra laikomas fosfatazei
neigiamu pienu.

Principas

Fosfatazés aktyvumas yra jvertinamas pagal fenolo kiekj, kuris i$siskiria, j méginj pridéjus dinatrio
fenilfosfato. I3skirtas fenolis reaguoja su dibromoksinochlorimidu, sudarydamas dibromoindofenola

(melsvos spalvos), kuris yra matuojamas kolorimetriniu bidu esant bangos ilgiui 610 nm. Atlieka-
mas sulyginimas su méginiu, kur fosfatazés fermentas buvo suardytas.

Reagentai

Bario borato — hidroksido buferinis tirpalas

I$tirpinama 50,0 g bario hidroksido (Ba(OH), - 8H,0) vandenyje ir praskiedziamas iki 1 000 ml.
IStirpinama 22,0 g boro rigsties (H;BO5) vandenyje ir praskiedZiama iki 1 000 ml.

Pasildoma 500 ml kiekvieno tirpalo iki 50 °C, jie sumaiSomi, greitai atSaldomi iki 20 °C, jeigu rei-
kalinga, pakoreguojamas pH iki 10,6 * 0,1 pridedant 4.1.1 arba 4.1.2. punktuose nurodyto tirpalo.
Nufiltruojama. Tirpalas laikomas sandariai uzkimstame inde.

Prie§ panaudojant tirpalas atskiedZiamas vienodu vandens tariu.

Nuspalvinimo buferinis tirpalas

6,0 g natrio metaborato (NaBO,) arba 12,6 g (NaBO, 4H,0) ir 20 g natrio chlorido (NaCl) istirpi-
nama vandenyje ir praskiedziama iki 1 000 ml.

Spalvos skiedinio buferinis tirpalas

10 ml nuspalvinimo buferinio tirpalo (4.2) praskiedziama vandeniu iki 100 ml.

Buferis substrato tirpalas

0,1 g bevandenio, neturin¢io fenolo, dinatriofenilfosfato istirpinama 100 ml buferinio tirpalo (4.1.3)
arba 0,5 g dinatrio fenilfosfato itirpinama 4,5 ml nuspalvinimo buferiniame tirpale (4.2), jlasinami
du lasai BQC tirpalo (4.6) ir palickama 30 minuciy kambario temperatiiroje. Susidariusi spalva ekst-
rahuojama, naudojant 2,5 ml 1-butanolio ir palickama stovéti, kol 1-butanolis atsiskirs. 1-butano-
lis nupilamas. Esant reikalui, $i ekstrakcija pakartojama.

Tirpalas gali bati laikomas Saldytuve keleta dieny; pries vartojima spalva iSry$kinama ir i naujo ekst-
rahuojama. Buferinio substrato tirpalas paruo$iamas prie§ pat vartojima, praskiedZiant io tirpalo
1 ml iki 100 ml bario borato hidroksido buferiniu tirpalu (4.1.3).

Cinko ir vario nusodiklis

3,0 g cinko sulfato (ZnSO,. 7H,0) ir 0,6 g vario (1I) sulfato (CuSO,. 5H,0) istirpinama vandenyje ir
praskiedziama iki 100 ml.

2.6 — dibromoksinonchlorimido tirpalas (BQC tirpalas)

40 + 1 mg 2,6 — dibromoksinonchlorimido (C4H,Br,CINOy) istirpinama 10 ml 96 % (pagal tiirj)
etilo spirito.
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4.8.

4.8.1.

4.8.2.

5.1.

5.2.

5.3.

5.4.

5.5.

5.6.

5.7.

5.8.

6.1.

6.2.

6.3.

6.3.1.

Laikoma tamsios spalvos butelyje saldytuve. Jei jis praranda spalva arba yra laikomas ilgiau kaip vieng
ménesj, iSmetamas.

Vario (1I) sulfato tirpalas

0,05 g vario (II) sulfato (CuSO,. 5H,0) istirpinama vandenyje ir praskiedZiama iki 100 ml.

Fenolio etaloniniai tirpalai

Pasveriam 200 + 2 mg gryno bevandenio fenolio, jis supilamas j 100 ml matavimo kolba, praskie-
dziama vandeniu iki Zymés ir sumaiSoma. Sis pagrindinis tirpalas keleta ménesiy laikomas saldytuve

lieka stabilus.

10 ml sio pagrindinio tirpalo atskiedZiama vandeniu iki 100 ml ir sumaiSoma. 1 ml yra 200 pg feno-
lio.

Prietaisai ir stikliniai indai
Pastabos:

a) Visi stikliniai indai, kams¢iai ir méginiy émimo priemonés turi biti kruopsciai i§valomi. Reko-
menduojama praskalauti juos $vieZiai uzvirintu distiliuotu vandeniu arba palaikyti garuose.

b) Kai kurie plastikiniy kam3¢iy tipai gali sukelti uzter§ima fenoliu ir todél jy negalima leisti vartoti.
Iprasta laboratoriné jranga:

Analizinés svarstyklés

Vandens vonia, palaikanti 37 + 1 °C temperatiirg.

Spektrofotometras, tinkantis matuoti esant 610 nm bangos ilgiui.

Mégintuvéliai 16 arba 18 mm x 150 mm pageidautinai su 5 arba 10 ml padalomis.

Pipetés

Tinkamo dydzio, pvz., 5 cm skersmens stikliniai piltuvéliai.

Maziausiai 9 cm skersmens daugiasluoksniai filtrai, skirti filtruoti vidutiniu greiciu.

Matavimo kolbos etaloniniams tirpalams paruosti.

Procediira

Pastabos:
a) Rezultato nustatymo metu vengiama tiesioginiy saulés spinduliy.

b) Uztersimas seiliy ar prakaito pédsakais gali duoti neteisingus teigiamus rezultatus, todél turi bti
vengtinas. Siuo atzvilgiu ypatingas démesys skiriamas darbui su pipete.

Meéginio paruosimas

Analizé atliekama i§ karto po méginio paémimo. Priesingu atveju méginiai laikomi aldytuve, bet ne
ilgiau kaip dvi dienas.

Meéginys
[ kiekviena i§ dviejy mégintuvéliy (5.4) pipete jpilama po 1 ml méginio, naudojant vieng mégintuvélj
kaip kontrolini.

Rezultato nustatymas

Kontrolinis mégintuvélis pakaitinamas dvi minutes verdanciame vandenyje; bandymo mégintuvelis
ir laboratoriné verdancio vandens stikliné apdengiami aliumine folija siekiant uZtikrinti, kad bus kai-
tinamas visas mégintuvélis. Greitai atSaldoma iki kambario temperatiros.

Likusig procediiros dalj su kontroliniu méginiu elgiamasi vienodai. Pripilama 10 ml buferinio sub-
strato (4.4) ir sumaiSoma.



Europos Sgjungos oficialusis leidinys

201

6.4.

6.4.1.

6.4.2.

6.4.3.

6.4.4.

6.4.5.

1§ karto mégintuvéliai jstatomi j vandens vonig (5.2) 60 minuciy, kartais pamaiSant (maziausiai 4 kar-
tus).

Kaitinama verdanciame vandenyje 2 minutes, kaip nurodyta 6.3.1 punkte. Greitai atSaldoma iki kam-
bario temperatiros.

Ipilama po 1 ml cinko ir vario nusodiklio (4.5) i kiekvieng mégintuvélj ir kruops¢iai iSmaiSoma.

Nufiltruojama naudojant sausg filtrinj popieriy, i$pilami pirmieji 2 ml, pakartotinai nufiltruojama,
jeigu batina, kol filtratas bus visiskai skaidrus, ir surinkama | mégintuvelj 5 ml filtrato.

Ipilama 5 ml nuspalvinimo buferinio tirpalo (4.2).

Ipilama 0,1 ml BQC tirpalo (4.6), sumaiSoma ir leidZiama per 30 minuciy kambario temperataroje
iSrysketi spalvai.

Spektrofotometru pamatuojama absorbcija, lyginant su kontroliniu, esant 610 nm bangos ilgiui.

Jeigu pagal 6.3.9 punktg pamatuota absorbcija virsija etaloninio tirpalo, kuriame yra 20 pg fenolio,
absorbcija, pamatuotg pagal 6.4.4 punkta, analizé pakartojama atitinkamai atskiedus méginj. Skie-
dziama sumaiant vieng méginio tirio dalj su atitinkamu to paties méginio ttriu, atsargiai pakai-
tintu iki virimo, kad bty inaktyvuojama fosfatazé.

Kalibravimo kreivés paruosimas

Parengiamas tinkamas etaloninio fenolio tirpalas (4.8.2), turintis 0 (kontroliniame), 2, 5, 10 ir 20 pg
fenolio 1 mililitre ir pipete atitinkamai prilasinama po 1 ml vandens ir po 1 ml keturiy etaloniniy
fenolio tirpaly j kiekvieng i§ penkiy mégintuveliy.

| kiekvieng meégintuvelj pripilama po 1 ml vario (1) sulfato tirpalo (4.7), 5 ml praskiesto spalvos iSrys-
kinimo buferinio tirpalo (4.3), 3 ml vandens ir 0,1 ml BQC tirpalo (4.6), sumaiSoma.

Leidziama spalvai iSryskéti per 30 minudiy, esant kambario temperatiirai.

Absorbcija i$matuojama spektrofotometru, esant 610 nm bangos ilgiui (5.3).lyginant su kontroliniu
méginiu.

I§ absorbcijos verciy (6.4.4), gauty pagal pridéto fenolio kiekj (6.4.1), naudojant maziausiy kvadraty
metoda, apskai¢iuojama regresijos tiesé.

Rezultaty iSraiska

Skaiciavimas ir formulé

Naudojant gauta regresijos tiesg (6.4.5), i§ absorbcijos verciy (6.3.9) paskaiciuojamas fenolio kiekis.

Paskaiciuojamas fosfatazés aktyvumas, isreikstas fenolio mikrogramais viename pasterizuoto pieno
mililitre, pagal formule:

Fosfatazés aktyvumas = 2,4 x A x D
kur:

A — fenolio kiekis mikrogramais, gautas pagal 7.1.1 punkta
D — skiedimo koeficientas pagal 6.3.10 punkt (jei nebuvo skiedziama, D = 1)

2,4 yra skiedimo koeficientas (5/12 viename ml méginio). Zr. 6.2. punkta kartu su 6.3.2, 6.3.5 ir
6.3.6 punktais.

Tikslumas
Rezultaty pakartojamumas (r) — 2 pg fenolio/ml.
Rezultaty atkuriamumas (R): 3 (preliminariai) pg fenolio/ml.

Jeigu skiedimas yra taikomas pagal 6.3.10, 7.2.1 ir 7.2.2 punktuose paminétas ribas, tikslumas tai-
komas praskiesto méginio rezultatams.
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Ill. PEROKSIDAZES AKTYVUMO NUSTATYMAS
Taikymo sritis

Si procediira yra pamatinis metodas peroksidazés fermento piene, atliekant pasterizavimo kontrole,
nustatymui.

Apibrézimas
Peroksidazés teigiama reakcija:

Jeigu pienas yra tinkamai pasterizuotas, per 30 sekundZiy po sumaiSymo su reagentais nusidazo
mélyna spalva.

Peroksidazés neigiama reakcija:

Praéjus 30 sekundZiy po sumaiSymo su reagentais, spalva nepasikeicia.

Principas
Peroksidazés fermentas ardo vandenilio peroksidg. I$skirtas atominis vandenilis oksiduoja bespalvi

1,4 — fenilendiaming i purpurinj indofenolg (Storch bandymas). Spalvos intensyvumas yra propor-
cingas fermento koncentracijai.

Reagentai

1,4 — fenilendiamino tirpalas

2 g 1,4 fenilendiamino (C4HgN,) istirpinama Siltame (50 °C) vandenyje ir praskiedziama iki 100 ml.
Tirpalas laikomas tamsiame rudo stiklo butelyje su stikliniu kamsciu, vésioje ir tamsioje vietoje. Jei
per 1-2 dienas po paruosimo 1,4 — fenilendiamino tirpalas i§skiria nuosédas, jis i§pilamas.

Vandenilio peroksido tirpalas

9 ml 30 % vandenilio peroksido atskiedZiama vandeniu iki 100 ml. Stabilizavimui 1 ml koncent-
ruotos sieros rugsties pripilama i 11 tirpalo.

Vandenilio peroksido tirpalas yra stabilus vieng ménesi, jeigu jis yra laikomas vésioje tamsioje vie-
toje butelyje su stikliniu kams¢iu, apsaugant nuo bet kokio sgly¢io su organiniais junginiais.

Procediira

5 ml pieno méginio jpilama i Svary mégintuvélj su tinkamu kamsciu.
Pripilama 5 ml 1,4-fenilendiamino tirpalo (4.1).

[lasinami 2 lasai vandenilio peroksido tirpalo (4.2).

Spalvos susidarymas stebimas 30 sekundziy po sumaiSymo. Jeigu mélyna spalva atsiranda véliau,
praéjus 30 sekundziy po sumaiSymo, reakcija yra nespecifiné.
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IV. MIKROORGANIZMU SKAICIAUS NUSTATYMAS PAGAL SKAICIUOJAMAS KOLONIJAS LE

KSTELEJE 30 °C TEMPERATUROJE

Taikymo sritis
Si procediira yra pamatinis metodas mikroorganizmy skaiciaus, naudojant kolonijy suskaiciavimo
metoda 30 °C temperatiiroje, nustatymui. Metodas yra taikomas Zaliam, pasterizuotam pienui, taip

pat sterilizuotam ir ultraaukstoje temperatiroje apdorotam pienui, pries tai 15 dieny islaikytam
30 °C temperatiiroje.

Apibrézimas

,Mikroorganizmai“ reiskia organizmus, formuojancius suskaiciuojamas kolonijas, kai jie laikomi
apraSytomis aerobinémis s saglygomis.

Principas

Tam tikras pieno méginio tliris yra sumaiSomas Petri 1¢kstelese su mitybine terpe ir laikomas
72 valandas 30 °C temperatiroje. Kolonijos yra suskaic¢iuojamos ir paskai¢iuojamas mikroorganizmy
skaicius, esantis 1 ml Zalio ar pasterizuoto pieno arba 0,1 ml sterilizuoto ar ultraaukstoje tempera-
tiroje apdoroto pieno su pradiniu islaikymu.

Prietaisai ir stikliniai indai

Paprastai naudojama laboratoriné jranga:

Prietaisai

Sterilizavimo krosnis, kurioje palaikoma (170-175) °C temperatiira.
Autoklavas, kuriame palaikoma 121 + 1 °C temperatiira.
Termostatas, galintis palaikyti visoje erdvéje 30 + 1 °C temperatiirg.
PH-metras su temperatiros reguliatoriumi, veikiantis 0, 1 pH vieneto tikslumu.
Vandens vonia, palaikanti 45 £ 1 °C temperatiirg.

Lupa, galinti padidinti 2—4 kartus.

Lupa, galinti padidinti 8-10 kartus.

Skaitiklis.

MaiSytuvas, galintis sumaisyti 1 ml pieno méginio arba atlikti desimtkartj atskiedima su 9 ml skie-
diklio ir dirbantis ekscentriniu rotaciniu tirlamyjy mégintuvéliy skysciy judesiu.

Stikliniai indai

Tinkamai uzdaromi pakankamos talpos mégintuveéliai, turintys vir§uje pakankamai erdvés sumaisyti
10 ml pirminio skiedinio ar tolimesnius desimtkarcius skiedinius.

Nuo 150 iki 250 ml talpos kolbos arba apie 20 ml talpos mégintuvéliai mitybinei terpei laikyti.

Pipetés (su vatos kamsciais), pagamintos i§ stiklo ar sterilios sintetinés medziagos su nenudauztu galu,
1 ml talpos Zyme, kuriy iStekéjimo angos skersmuo nuo 1,75 iki 3 mm.

Petri lekstelés, pagamintos i3 skaidraus nespalvoto stiklo ar sterilios sintetinés medziagos, kuriy indo
dugnas turi apie 90 — 100 mm vidinj skersmenj. Vidaus gylis turi baiti ne maziau kaip 10 mm. Dug-
nas turi bati be nelygumy, trukdanciy skaiciuoti kolonijas.

Stikliniy indy sterilizavimas.
Stikliniai indai turi bati sterilizuojami, naudojant vieng i§ iy procedairy:

a) laikant juos ne trumpiau kaip vieng valanda sterilizavimo krosnyje, temperatiiroje nuo 170° iki
175 °C (4.1.1);

b) laikant juos ne trumpiau kaip 20 minuciy autoklave, 121 # 1 °C temperatiiroje (4.1.2).
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Autoklave biitinai uZtikrinamas pakankamas gary prasiskverbimas — t. y., jeigu jranga yra sterili-
zuojama induose, jie neturi bati aklinai uzdaryti, kolby kamsciai turi bati atlaisvinti.

Autoklave sterilizuoti stikliniai indai i§dZiovinami i8leidus garg.
Pipetés sterilizuojamos sterilizavimo krosnyje (4.1.1).

Pieno agaro mitybiné terpé.

Sudetis:

Mieliy ekstrakto 25¢
Triptono 50¢g
Gliukozés D (+) arba 10¢g
dekstrozés

Nugriebto pieno milteliy 10¢g

Agaro nuo 10 iki 15 g, priklausomai nuo naudojamo agaro sudaromo gelio
tvirtumo
Vandens 1000 ml

Nugriebto pieno milteliai turi bati be inhibitoriniy medziagy. Tai tikrinama naudojant lyginamuo-
sius tyrimus su nugriebto pieno milteliais, kurie neturi inhibitoriniy medZziagy.

Paruosimas:

Sudétinés dalys pasveriamos ir iStirpinamos vandenyje $ia tvarka: mieliy ekstraktas, triptonas, gliu-
kozé ir galiausiai nugriebto pieno milteliai. Kaitinimas pagreitina suspensijos tirpima. Pridedama
agaro ir kaitinama iki virimo, kol agaras pilnai iStirpsta, arba tirpinama garuose apie 30 minuciy.
Jeigu biitina, filtruojama per filtrinj popieriy.

Patikrinamas pH su pH — metru (4.1.4) ir, jeigu btina, naudojant natrio hidroksido ar druskos rtigs-
ties tirpalg (maziausiai 0,1 mol/l koncentracijos), pakoreguojamas pH tokiu badu, kad po steriliza-
cijos jis bty 6,9 £ 0,1, matuojant 25 °C temperatiroje.

Mitybinés terpés ispilstymas, sterilizacija ir laikymas.

Terpe (5.1) iSpilstoma i kolbas po 100150 ml arba j mégintuvélius (4.2.2) po 12-15 ml. Kolbos ir
mégintuvéliai uzkemsami.

Sterilizuojama 15 minudiy autoklave (4.1.2) 121 + 1 °C temperatiiroje.
Patikrinama terpés pH.

Jeigu terpé i3 karto nenaudojama, laikoma tamsoje nuo 1 iki 5 °C temperatiroje ne ilgiau kaip vieng
ménesj po paruosimo.

Komerciné sausoji mitybiné terpe.

Mitybiné terpé (5.1) paruosiama i§ komercinés sausosios terpés. Laikomasi gamintojo nurodymy, bet
pries istirpinant pridedama nugriebto pieno milteliy, jeigu jy néra tarp sudétiniy daliy.

Pakoreguojamas pH iki 6,9 £ 0,1, 25 °C temperatiroje, kaip apradyta 5.1 punkte, ir i§pilstoma; terpé
sterilizuojama ir laikoma, kaip nurodyta 5.2 punkte.

Skiedikliai

Peptono fiziologinis tirpalas

Sudétis

Peptono 10g
Natrio chlorido (Na Cl) 8,5¢g
Vandens 1000 ml
Paruos$imas:

Sudedamosios dalys istirpinamos vandenyje, jeigu bitina, pakaitinama.

Patikrinamas pH su pH-metru (4.1.4) ir, jeigu butina, naudojant natrio hidroksido ar druskos riigs-
ties tirpalg (maziausia 0,1 mol/l koncentracijos), pH pakoreguojamas tokiu bidu, kad po steriliza-
cijos jis biaty 7,0 £ 0, 1, 25 °C temperatiiroje.
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7.2.

7.3.

7.4.

7.5.

7.5.1.

7.5.2.

Skiediklio ispilstymas, sterilizavimas ir laikymas

Skiediklis (6.1) ispilstomas | mégintuvélius (4.2.1) tokiais kiekiais, kad po sterilizacijos kiekviename
meégintuvélyje bty 9,0 £ 0,2 ml skiediklio. Mégintuvéliai uzZkemsami.

Sterilizuojama autoklave (4.1.2) 121 # 1 °C temperatiiroje 15 minuciy.
Patikrinama skiediklio pH.

Jeigu skiediklis i§ karto nenaudojamas, laikomas tamsoje, nuo 1° iki 5 °C temperatiiroje, ne ilgiau kaip
vieng ménesj po paruosimo.
Komerciniai sausieji skiedikliai
Skiediklis (6.1) gali biiti paruostas i§ komerciniy sausyjy table¢iy ar milteliy. Ruosiama pagal gamin-

tojo nurodymus. Pakoreguojama, kaip aprayta 6.1 punkte, ir itirpinama, tirpikliai sterilizuojami ir
laikomi kaip nurodyta 6.2 punkte.

Procediira

Terpés istirpinimas

Prie§ pradedant mikrobiologinj tyrima, greitai iStirpinamas reikiamas terpés kiekis ir terpé kaitinama
iki 45 # 1 °C vandens vonioje (4.1.5).

Pieno méginio paruoSimas

Pieno méginys kruopsciai iSmaiSomas, greitai vartant indg su pieno méginiu 25 kartus, tokiu bidu
kad mikroorganizmai pasiskirstyty kiek galima tolygiau. Vengiama putojimo arba leidZiama putoms
pasiskirstyti. Laikotarpis tarp sumai§ymo ir pieno méginio paémimo neturi virsyti trijy minuciy.
Pirmojo skiedinio paruosimas (10™") (Zaliam ir pasterizuotam pienui).

1 ml Zalio ar pasterizuoto pieno méginio (4.2.3) sterilia pipete (4.2.3) ipilama | 9 ml skiediklio (6.1),
vengiant pipetés ir skiediklio salycio. Skiediklio temperatiira turi biiti apytikriai tokia pati, kaip ir

pieno méginio. Sis pirminis skiedinys atsargiai mai§omas 5-10 sekundziy maiSytuve.

Tokiu biidu yra gaunamas pirminis skiedinys 107"

Tolimesniy deSimtkarciy skiediniy (Zaliam ir pasterizuotam pienui) paruosimas.

1 ml pirmojo skiedinio (7.3) jpilama sterilia pipete (4.2.3) { 9 ml skiediklio (6.1) pagal 7.3 punkte
pateiktas instrukcijas.

Tokiu biidu gaunamas 1072 skiedinys.

Sie veiksmai pakartojami siekiant gauti tolimesnius desimtkarcius skiedinius, kol gaunamas atitin-
kamas mikroorganizmy skaicius (8.1.1).

Séjimas | Petri Iéksteles.

Zalias pienas. | Petri lékstele (4.2.4) sterilia pipete (4.2.3) jpilama 1 ml méginio ir (arba) atitinkamas
desimtkartis skiedinys. Turi bati iStirti maziausiai du skiediniai. Paruosiamas vienas indelis i§ kiek-
vieno pasirinkto tinkamo skiedinio (8.1.1).

Pasterizuotas pienas: jpilama sterilia pipete (4.2.3) 1 ml méginio ir (arba) atitinkamo desimtkarcio
skiedinio i lékstele (4.2.4). Turi bati iStirti maZiausiai du skiediniai. Kiekvienam pasirinktam skiedi-
niui (8.1.1) paruosiama po dvi Petri léksteles.

Sterilizuotas ir ultra aukstoje temperatiiroje apdorotas pienas (tiriamas po 15 dieny islaikymo 30 °C
temperatiiroje — Direktyvos A priedas, VII skyrius, 5 punktas):

[ Petri lékstele (4.2.4) sterilia pipete (4.2.3) jpilama 0,1 ml pieno méginio (7.2). ParuoSiamos dvi
leksteles.
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7.6.

7.7.

7.8.

Terpés supylimas
[ kiekvieng s¢jama lekstele jpilama apytikriai nuo 15 iki 18 ml terpés (7.1).

I8 karto po iSpilstymo maiSoma Petri lékstelé pakankamai sukant, kad kolonijos po islaikymo toly-
giai i3siskaidyty.

Laikotarpis tarp pieno méginio paruosimo ir sumai§ymo su terpe, priklausomai nuo pieno, méginio
ar skiedinio rtisies, neturi bati ilgesnis kaip 15 minuciy.

Leidziama sustingti ant Svaraus, vésaus, horizontalaus pavirsiaus.
Petri léksteliy inkubavimas
Lekstelés sudedamos | termostatg (4.1.3). Lekstelés laikomos apverstos. Jos sudedamos viena ant

kitos, ne daugiau kaip Sesios. Sudéty léksteliy kriivos turi bati atskirtos viena nuo kitos, taip pat ir
nuo termostato sieneliy ir virSaus.

Inkubuojama 72 + 2 valandas 30 + 1 °C temperatiiroje.

Kolonijy skaiciavimas

Kolonijos skai¢iuojamos Petri lékstelése, turinciose ne daugiau kaip 300 kolonijy.

Lékstelés apzifirimos neryskioje $viesoje. Kad palengvinty skai¢iavima, gali bati naudojamos tinka-

mos lupos (4.1.6) ir (arba) skaitiklis (4.1.8). SkaiCiuojant labai mazas kolonijas, vengiama klaidinan-

¢iy medziagos nuosédy daleliy. Naudojant didesnio padidinimo lupas (4.1.7), atsargiai iStiriami abe-

jotini objektai, siekiant atskirti kolonijas nuo pasaliniy medziagy.

I3siplétusios kolonijos yra laikomos atskiromis kolonijomis. Jeigu i$siplétusiy kolonijy yra priauge

maziau nei vienas ketvirtadalis, suskai¢iuojamos biitinai kolonijos likusioje 1ékstelés dalyje ir paskai-

¢iuojamas atitinkamas visos 1¢kstelés mikroorganizmy skaicius. Jeigu daugiau nei vienas ketvirtada-

lis lekstelés yra priauges issiplétusiy kolonijy, 1ékstelé iSmetama.

Rezultaty apskaiciavimas ir iSraiska

Zalias ir pasterizuotas pienas

Panaudoti visy léksteliy, turinciy nuo 10 iki 300 kolonijy, suskai¢iuota rezultatg. (Zr. 8.1.3 ir 8.1.4)

Mikroorganizmy, esan¢iy 1 ml Zalio pasterizuoto pieno, skaicius yra iSreiskiamas pagal formule:
2C

(n, +0,1,n,)d

Cia:

2C — suma kolonijy, suskai¢iuoty kaip nurodyta 8.1.1,

(n, +0,1n,) d - atitinka méginio, jpilto i lekstele, tarj, kur:

n, — pirmojo skiedinio léksteliy skaicius,

n, — antrojo skiedinio léksteliy skaicius,

d — skiedimo koeficientas, atitinkantis pirmajj skiedinj, kurio lékstelés buvo atrinktos

kolonijy skai¢iavimui.

Skai¢iavimo rezultatas suapvalinamas iki dviejy reik$miniy skai¢iy. Kai apvalinamas
skaicius yra 5, suapvalinama i kaire taip, kad baity gautas lyginis skaicius.

Pavyzdys (pasterizuotas pienas):
Skiedinio 1072 rezultatai 278 ir 290 kolonijy

Skiedinio 10~ rezultatai 33 ir 28 kolonijos

278 +290+33+28
Liczba/ml = _—
(2+0,1x2)10

629
0,022
= 28590
=29000

=2,9 x 10*
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Jeigu yra tik lékstelés, kuriose iSaugo maziau nei 10 kolonijy, mikroorganizmy skaicius 1 mililitre
iSreiskiamas kaip ,mazesnis uz 10 x d viename ml*; d — Zemiausio skiedinio laipsnj atitinkantis
atvirkstinis dydis.

Jeigu yra tik lekstelés, kuriose iSaugo daugiau kaip 300 kolonijy, bet jmanoma suskaiciuoti, tuomet
kolonijy skai¢iy padauginti i§ skiedimo laipsnj atitinkancio atvirkstinio dydzio. Rezultatas uzraso-
mas kaip ,paskaic¢iuotas mikroorganizmy skaicius viename ml.“

Sterilizuotas ir ultraaukstoje temperatiiroje apdorotas pienas

Jeigu 0,1 ml yra daugiau nei 10 kolonijas sudaranciy vienety, Sie skaiciai turi bati laikomi nebeati-
tinkanciais Direktyvos 85/397/EEB reikalavimy.

Tikslumas

Tarptautiniu biidu pripazinty tarplaboratoriniy tyrimy rezultaty dar néra.
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4.2.

4.2.1.

4.2.2.

4.2.3.

4.2.4.

4.2.5.

V. MIKROORGANIZMU SKAICIAUS NUSTATYMAS PAGAL SKAICIUO]AMAS

KOLONIJAS 21 °C TEMPERATUROJE

Taikymo sritis
Si procediira yra mikroorganizmy, esanéiy pasterizuotame piene, po jo 5 dieny iglaikymo 6 °C tem-
peratiiroje, skai¢iaus nustatymo pamatinis metodas, atlieckamas naudojant kolonijy suskaiciavimo

metoda 21 °C temperatiiroje, sickiant nustatyti pasterizuoto pieno uZter§tuma psichotropiniais mik-
roorganizmais, galinciais daugintis piene 6 °C temperatiroje.

Apibrézimas

,Mikroorganizmai* reiskia organizmus, sudarancius suskai¢iuojamas kolonijas, laikant aerobinémis
nurodytomis saglygomis.

Principas
Pasterizuotas pienas i§laikomas 5 dienas 6 °C temperatiroje. Tam tikras pieno méginio kiekis sumai-
Somas Petri lékstelese su mitybine terpe ir inkubuojamas 25 valandas 21 °C temperatiroje. Koloni-

jos yra suskaic¢iuojamos, taip pat paskaic¢iuojamas mikroorganizmy skaicius, esantis 1 ml pasteri-
zuoto pieno.

Prietaisai ir stikliniai indai

Iprasta laboratoriné jranga

Prietaisai

Sterilizavimo krosnis, kurioje palaikoma 170-175 °C temperatiira.
Autoklavas, kuriame palaikoma 121 # 1 °C temperatiira.

Termostatai, galintys palaikyti visoje erdvéje temperatiira:
a) 6%02°C
b) 21+1°C

PH-metras su temperattros reguliatoriumi, dirbantis * 0,1 pH vieneto tikslumu.
Vandens vonia, palaikanti 45 + 1 °C temperatiirg.

Lupa, galinti padidinti 2—4 kartus.

Lupa, galinti padidinti 8-10 kartus.

Skaitiklis

Maisytuvas, galintis sumaisyti 1 ml pieno méginio arba atlikti desimtkartj atskiedima su 9 ml skie-
diklio ir dirbantis ekscentriniu rotaciniu tiriamyjy mégintuvéliy skys¢iy judesiu.

Stikliniai indai

Tinkamai uzdaryti ir pakankamos talpos mégintuvéliai, turintys vir§uje pakankamai erdvés sumai-
$yti 10 ml pirmojo skiedinio ar tolimesnius desimtkarcius skiedinius.

Nuo 150 iki 250 ml talpos kolbos arba apie 20 ml talpos mégintuvéliai mitybinei terpei laikyti.

Pipetés (su vatos kamsciais) pagamintos i§ stiklo ar sterilios sintetinés medziagos su nenudauztu galu
ir 1 ml talpos Zyme, kuriy istekéjimo angos skersmuo nuo 1,75 iki 3 mm.

Petri lekstelés, pagamintos i§ skaidraus nespalvoto stiklo ar sterilios sintetinés medziagos, kuriy indo
dugnas turi apie (90-100) mm vidinj skersmenj. Vidaus gylis turi bati ne mazesnis kaip 10 mm. Dug-
nas turi biti be nelygumy, trukdanciy skaiciuoti kolonijas.

Stikliniy indy sterilizavimas
Stikliniai indai sterilizuojami, naudojant viena is $iy procediry:

a) laikant juos ne trumpiau kaip vieng valanda sterilizavimo krosnyje 170-175 °C temperatiiroje
(4.1.1);

b) laikant juos ne trumpiau kaip 20 minuciy autoklave 121 * 1 °C temperatiiroje (4.1.2).
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5.1.

5.2.

5.3.

6.1.

Bitina autoklave uZztikrinti pakankama gary prasiskverbimg — t. y. jeigu jranga yra sterilizuojama
induose, jie neturi bati aklinai uzdaryti, kolbos turi biti su atlaisvintais kamsciais.

Autoklave sterilizuoti stikliniai indai turi bati i§dZiovinti isleidus garg.

Pipetés turi buti sterilizuotos sterilizavimo krosnyje (4.1.1).

Pieno agaro mitybiné terpé kolonijoms skaitiuoti.

Sudetis:

Mieliy ekstrakto 25¢g
Triptono 50¢g
Gliukozés  D(+) arba 10¢g
dekstrozés

Nugriebto pieno milteliy 10¢g

Agaro nuo 10 iki 15 g, priklausomai nuo naudojamo agaro sudaranciy gelj
savybiy
Vandens 1000 ml

Nugriebto pieno milteliai turi biiti be inhibitoriniy medZiagy. Tai turi biiti patikrinta naudojant suly-
ginamuosius tyrimus su nugriebto pieno milteliais, kuriuose néra inhibitoriniy medziagy.

ParuoSimas:

Sudétinés dalys atsveriamos ir iStirpinamos vandenyje $ia tvarka: mieliy ekstraktas, triptonas, gliu-
kozé ir galiausiai nugriebto pieno milteliai. Suspensijos kaitinimas pagreitins tirpinimg. Pridedama
agaro ir kaitinama iki virimo, kol agaras pilnai itirps, arba apie 30 minuciy tirpinama garuose.
Jeigu bitina, filtruojama per filtrinj popieriy.

Patikrinama pH su pH-metru (4.1.4) ir, jei batina, naudojant natrio hidroksido ar druskos riigsties
tirpalg (maziausiai 0,1 mol/l koncentracijos), pH pakoreguojamas tokiu bidu, kad po sterilizacijos
jis bty 6,9 £ 0, 1 25 °C temperatiiroje.

Mitybinés terpés ispilstymas, sterilizacija ir laikymas.

Terpe (5.1) i3pilstoma j kolbas po 100150 ml arba | mégintuvélius (4.2.2). po 12-15 ml. Kolbos ir
mégintuvéliai uzZkemsami.

Sterilizuojama autoklave (4.1.2) 121 + 1 °C temperatiroje 15 minudiy.
Patikrinama terpés pH.

Jeigu terpé i§ karto nenaudojama, laikoma tamsoje, nuo 1 iki 5 °C temperatairoje ne ilgiau kaip vieng
ménesj po paruoSimo.

Komerciné sausoji mitybiné terpe.

Mitybineé terpe (5.1) gali biti paruosta i§ komercinés sausosios terpés. Laikomasi gamintojo nuro-
dymy, bet prie§ istirpinant pridéti nugriebto pieno milteliy, jeigu jy néra tarp sudetiniy daliy.

Pakoreguojamas pH iki 6,9 £ 0, 1 25 °C temperatiiroje, kaip aprasyta 5.1 punkte ir iStirpinama; terpé
sterilizuojama ir laikoma, kaip nurodyta 5.2 punkte.

Skiedikliai

Peptono fiziologinis tirpalas

Sudétis:

Peptono 10g
Natrio chlorido (Na Cl) 85g
Vandens 1000 ml
ParuoSimas:

Sudedamosios dalys istirpinamos vandenyje, pakaitinamos, jeigu bitina.

Patikrinamas pH su pH-metru (4.1.4) ir, jeigu batina, naudojant natrio hidroksido ar druskos rtgs-
ties tirpalg (maziausia 0,1 mol/l koncentracijos), pH pakoreguojamas tokiu biidu, kad po sterilizaci-
jos jis baty 7,0 £ 0,125 °C temperatiroje.
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6.2.

6.3.

7.1.

7.2.

7.2.1.

7.2.2.

7.3.

7.4.

7.5.

7.6.

Skiediklio iSpilstymas, sterilizavimas ir laikymas

Skiediklis (6.1) ispilstomas | mégintuvelius (4.2.1) tokiais kiekiais, kad po sterilizacijos kiekviename
meégintuvélyje biity 9,0 £ 0, 2 ml skiediklio. Mégintuvéliai uzkemsami.

Sterilizuojama autoklave (4.1.2) 121 * 1 °C temperatiiroje 15 minuciy. Patikrinamas skiediklio pH.

Jeigu skiediklis i§ karto nenaudojamas, laikoma tamsoje, nuo 1 iki 5 °C temperatiiroje ne ilgiau kaip
vieng ménesj po paruoSimo.

Komerciniai sausieji skiedikliai
Skiediklis (6.1) gali bati paruostas i§ komerciniy sausyjy table¢iy ar milteliy. Ruosiama pagal gamin-

tojo nurodymus. Pakoreguojama, kaip apradyta 6.1 punkte ir iStirpinama, tirpikliai sterilizuojami ir
laikomi kaip nurodyta 6.2 punkte.

Procediira

Terpés istirpinimas

Prie§ pradedant mikrobiologinj tyrima, greitai itirpinamas reikiamas terpés kiekis ir terpé pakaiti-
nama iki 45 # 1 °C vandens vonioje (4.1.5).

Pieno méginio paruoSimas

Neatidaryta pasterizuoto pieno pakelj arba, jeigu tai yra nejmanoma, ne maziau kaip 100 ml repre-
zentatyviojo méginio iSlaikyti 120 * 2 valandas termostate (4.1.3 a), kurio temperatiira 6 * 0, 5 °C.

Po i8laikymo kruopsciai sumaisyti pieno méginj tokiu bidu, kad mikroorganizmai pasiskirstyty kiek
galima tolygiau, greitai apverciant indg su pieno méginiu 25 kartus. Vengti putojimo arba leisti
putoms issisklaidyti. Laikotarpis tarp mai§ymo ir pieno méginio paémimo neturi bati ilgesnis kaip
trys minutés.

Pirmojo skiedinio paruosimas (107")
Sterilia pipete (4.2.3) ipilama 1 ml Zalio ar pasterizuoto pieno méginio (7.2.2) j 9 ml skiediklio (6.1),
vengiant pipetés ir skiediklio salycio. Skiediklio temperatiira turi biiti apytikriai tokia pati, kaip ir

pieno méginio. Sis pirmasis skiedinys atsargiai maiSomas 5-10 sekundziy maisytuve (4.1.9).

Tokiu bidu gaunamas pirmasis skiedinys 107

Kity desimtkarciy skiediniy paruosimas

1 ml pirmojo skiedinio (7.3) jpilama sterilia pipete (4.2.3) i 9 ml skiediklio (6.1) pagal 7.3. punkte
pateiktus nurodymus.

Tokiu biidu yra gaunamas 1072 skiedinys.

Sie veiksmai pakartojami siekiant, gauti tolimesnius desimtkarcius skiedinius, kol tikimasi gauti ati-
tinkamg mikroorganizmy skaiciy (8.1).

Séjimas j Petri léksteles
[ Petri lekstele (4.2.4) sterilia pipete (4.2.3) jpilama 1 ml méginio ir (arba) atitinkamo deSimtkarcio

skiedinio. Turi biti istirti maziausiai du skiediniai. Kiekvienam pasirinktam skiediniui (8.1) imama
po dvi Petri léksteles.

Terpés supylimas
[ kiekvieng lékstele ipilama apytikriai nuo 15 iki 18 ml terpés (7.1).

I§ karto po pas¢jimo gerai sumaiSomas Petri 1¢kstelés turinys, kad po islaikymo kolonijos tolygiai
issisklaidyty.

Pieno méginys paruosiamas ir sumaiSomas su terpe ne ilgiau kaip per 15 minuciy.

LeidZiama sustingti ant Svaraus, vésaus, horizontalaus pavirsiaus.
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7.7.

7.8.

8.1.

8.2.

8.3.

8.4.

Petri Iéksteliy inkubacija

Léekstelés sudedamos j termostatg (4.1.3 b). Lékstelés laikomos apverstos. Jos sudedamos viena ant
kitos, ne daugiau kaip 3esios. Sudéty léksteliy krivos atskiriamos viena nuo kitos, taip pat nuo ter-
mostato sieneliy ir virSaus.

Inkubuojama 25 valandas 21 * 1 °C temperatiiroje.
Kolonijy skaiciavimas

Kolonijos skai¢iuojamos Petri lékstelése, kuriose iSaugo ne daugiau nei 300 kolonijy.

Lekstelés apzitrimos neryskioje $viesoje. Kad bty lengviau skaiciuoti, gali biti naudojamos tinka-
mos lupos (4.1.6) ir (arba) skaitiklis (4.1.8). Vengiama klaidinanciy medziagos nuosédy daleliy skai-
¢iuojant labai mazas kolonijas. Atsargiai itiriami abejotini objektai, naudojant didesnio padidinimo
lupas (4.1.7); ten, kur reikia, kolonijos atskiriamos nuo pasaliniy medziagy.

I3siplétusios kolonijos laikomos pavienémis kolonijomis. Jeigu maziau nei vienas ketvirtadalis
leksteles yra priauges iSsiplétusiy kolonijy, biitina suskaiciuoti kolonijas likusioje lekstelés dalyje ir
paskai¢iuoti atitinkama visos 1ékstelés mikroorganizmy skai¢iy. Jeigu daugiau nei vienas ketvirtada-
lis 1ekstelés yra priauge iSsiplétusiy kolonijy, lékstelé iSmetama.

Rezultaty skai¢iavimas ir iSraiska
Naudojamas visy leksteliy, kuriose iSaugo nuo 10 iki 300 kolonijy, skaicius (zr. 8.3 ir 8.4 punktus).
Mikroorganizmy, esan¢iy 1 ml pasterizuoto pieno, skaicius yra iSreiskiamas formule:

yc

(n1+0,1n2) d

Cla:

2C — suma kolonijy, suskaiiuoty kaip nurodyta 8.1.1,

(n, +0,1n,) d— atitinka méginio, jpilto j lekstele, tarj, kur:

n, — pirmojo skiedinio léksteliy skaicius,

n, - antrojo skiedinio 1éksteliy skaicius,

d — skiedimo koeficientas, atitinkantis pirmajj skiedinj, kurio lekstelés buvo atrinktos

kolonijy skai¢iavimui.
Skai¢iavimo rezultatas suapvalinamas iki dviejy reikSminiy skaiciy. Kai apvalinamas
skaiius yra 5, suapvalinama j kairg taip, kad bty gautas lyginis skai¢ius.
Pavyzdys
Skiedinio 1072 rezultatai 278 ir 290 kolonijy,

Skiedinio 107 rezultatai 33 ir 28 kolonijos

Liczbajml = 278+290+33 + 228
(2+0,1%2)10
629

T 0022
=28590
=29000
=29 x 10*

Jeigu yra tik lekstelés, kuriose iSaugo maziau kaip 10 kolonijy, mikroorganizmy skai¢ius 1 mililitre

iSreiskiamas kaip ,mazesnis uz 10xd viename ml* ,d“ yra Zemiausio skiedinio laipsnj atitinkantis
atvirkstinis dydis.

Jeigu yra tik lekstelés, kuriose iSaugo daugiau kaip 300 kolonijy, bet jmanoma suskai¢iuoti, kolonijy

skaicius padauginamas i§ skiedinio laipsnj atitinkancio atvirkstinio dydzio. UZrasyti rezultatg kaip
,paskai¢iuotas mikroorganizmy skaicius viename ml*“.

Tikslumas

Tarptautiniu bidu pripazinty tarplaboratoriniy tyrimy rezultaty dar néra.
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VI. KOLIFORMINIY BAKTERIJU SKAICIAUS NUSTATYMAS PAGAL SKAICIUOJAMAS KOLONIJAS

4.2.

4.2.1.

4.2.2.

4.2.3.

4.2.4.

4.2.5.

30 °C TEMPERATUROJE

Taikymo sritis

Si procediira yra koliforminiy bakterijy, esanciy pasterizuotame piene, skaitiaus nustatymo pama-
tinis metodas, naudojant kolonijy skai¢iavimo metoda 30 °C temperatiroje. Uzrasyti rezultatg kaip
,paskai¢iuotas mikroorganizmy skaicius viename ml*.

Apibrézimas

Koliforminés bakterijos“ yra bakterijos, kurios 30 °C temperatiiroje formuoja biidingas arba nebi-
dingas kolonijas, kurios aprasytose salygose fermentuoja laktozg, i$skirdamos dujas.

Principas

Tam tikras pieno méginio kiekis yra sumaiSomas Petri lékstelése su mitybine terpe ir inkubuojamas
24 valandas 30 °C temperatiiroje. Yra suskaiiuojamos badingosios kolonijos ir, jeigu bitina, yra
patvirtinamas nebiudingyjy kolonijy tapatumas, nustatant jy pajéguma fermentuoti laktozg. Po to yra
paskaiciuojamas koliforminiy bakterijy skaicius, esantis 1 ml pasterizuoto pieno.

Prietaisai ir stikliniai indai

Iprasta laboratoriné jranga:

Prietaisai

Sterilizavimo krosnis, kurioje palaikoma 170-175 °C temperatiira.
Autoklavas, kuriame palaikoma 121 # 1 °C temperatiira.

Termostatas, kurio temperatiira visoje erdvéje yra 30 = 1 °C.

PH-metras su temperattiros reguliavimu, graduotas 0,1 pH vieneto tikslumu.
Vandens vonia, palaikanti 45 + 1 °C temperatiirg.

Metaliné kilpelé, pagaminta i§ platinos ir iridZio ar nikelio ir chromo.
Stikliniai indai

20 ml talpos tinkamai uzdaryti mégintuvéliai patikrinimo testo terpei (5.2) laikyti ir atitinkamy mat-
meny Durham vamzdeliai, naudojami su mégintuvéliais.

Nuo 150 iki 250 ml talpos kolbos sausai mitybinei terpei (5.1) laikyti.

Pipetés (su vatos kamsciais), pagamintos i3 stiklo ar sterilios sintetinés medziagos su nenulauZztu galu
ir (1-10) ml talpos Zyme, kuriy itekéjimo angos skersmuo nuo 1,75 iki 3 mm.

Petri lékstelés, pagamintos i3 skaidraus nespalvoto stiklo ar sterilios sintetinés medziagos, kuriy indo
dugnas turi apie 90-100 mm vidinj skersmenj. Vidaus gylis turi biti ne mazesnis kaip 10 mm. Dug-
nas turi biti be nelygumy, trukdanciy suskaiciuoti kolonijas.

Stikliniy indy sterilizavimas

Stikliniai indai turi bati sterilizuojami naudojant vieng i3 iy budy:

a) laikant juos ne trumpiau kaip viena valandg sterilizavimo krosnyje, nuo 170 °iki 175 °C (4.1.1)
temperatiiroje;

b) laikant juos ne trumpiau kaip 20 minuciy autoklave, 121 + 1 °C temperatiroje (4.1.2)

Bitina autoklave uztikrinti pakankama gary prasiskverbimg — t. y., jeigu iranga yra sterilizuojama
induose, jie neturi bati aklinai uzdaryti, kolbos turi bti su atlaisvintais kams¢iais.

Autoklave sterilizuoti stikliniai indai turi bati i§dZiovinti i§leidus gara.

Pipetés turi bati sterilizuotos sterilizavimo krosnyje (4.1.1).
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5.2.

5.3.

6.1.

Mitybiné terpé
Violetiniai raudonas tulZies, laktozés agaras (VRBL agaras). Sausa selektyviné terpé.

Sudeétis:

Peptono 7g
Mieliy ekstrakto 30¢g
Laktozés (C,,H,,0,,- H,0) 10,0 ¢
Natrio chlorido (NaCl) 50¢g
Tulzies rugsties druskos 1,5¢

Neutralaus raudonojo indi- 0,03 g
katoriaus

Kristalinio violetinio indika- 0,002 g

toriaus

Agaro nuo 10 iki 15 g (priklausomai nuo naudojamo agaro sudaromo gelio
tvirtumo)

Vandens 1000 ml.

Paruo$imas:

Sudedamosios dalys pasveriamos ir iStirpinamos vandenyje, paliekamos stovéti keleta minuciy, po
to energingai iSmaiSoma.

Su pH-metru (4.1.4) patikrinama pH ir, jei batina, naudojant natrio hidroksido ar druskos riigsties
tirpalg (maziausia 0,1 mol/l koncentracijos), pH pakoreguojama tokiu biidu, kad po sterilizavimo jis
baty 7,4 £ 0, 1, 25 °C temperatiiroje.

Greitai uzvirinama, kartais pamaiSant ir tuoj pat ipilstoma i sterilias 100-150 ml talpos kolbas
(4.2.2). Terpé pakaitinama vandens vonioje (4.1.5) 45 + °C temperatiiroje.

Terpés sterilumas turi bati patikrintas naudojimo metu (6.4).

Terpé naudojama trijy valandy laikotarpyje nuo jos paruosimo.

Briliantinés Zalumos laktozés jaucio tulZies buljonas. Patikrinimo testo terpé.

Sudétis:

Peptono 10 g
Laktozés (C;,H,,0,;- H,0) 10¢g
Bevandenés jauciy tulZies 20g
Briliantinés Zalumos 0,0133 g
Vandens 1 000 ml
ParuoSimas:

Sudedamosios dalys istirpinamos vandenyje uZverdant.

Su pH-metru (4.1.4) patikrinama pH ir, jei bitina, naudojant (maziausiai 0,1 mol/l) natrio $armo ar
druskos riigsties tirpalg, pH sureguliuojamas tokiu biidu, kad po sterilizacijos jis biity 7,2 + 0,125 °C
temperatiiroje.

Terpé iSpilstoma po 10 ml | mégintuvélius (4.2.1), kuriuose yra Durham vamzdeliai. Mégintuvéliai
uzkem3ami.

Sterilizuojama autoklave (4.1.2) 121 + 1 °C temperatiiroje 15 minuciy.
Durham vamzdeliuose po sterilizavimo neturi likti oro burbuly.
Patikrinama terpés pH.

Jeigu terpé néra i§ karto sunaudojama, ji laikoma tamsoje, nuo 0 iki 5 °C temperatairoje ne ilgiau kaip
vieng ménesj nuo paruosimo.

Komerciné sausoji mitybiné terpé.

Mitybine terpé (5.1, 5.2) gali biti paruosta i§ komercinés sausosios terpés. Laikomasi gamintojo
nurodymy. Sureguliuojama pH ir iSpilstoma, virinama arba sterilizuojama ir terpé laikoma, kaip
aprasyta 5.1 ir 5.2 punktuose.

Procediira

Terpé

Terpé (VRBL agaras) naudojama kaip nurodyta 5.1 punkte.
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6.3.

6.4.

6.5.

6.6.

6.6.1.

6.6.2.

6.7.

7.1.

7.2

7.3.

Pieno méginio paruoSimas

Pieno meéginys kruopsciai iSmaiSomas greitai vartant inda su pieno méginiu 25 kartus tokiu badu,
kad mikroorganizmai pasiskirstyty kiek galima tolygiau. Vengiama putojimo arba neleidZiama
putoms pasklisti. Laiko tarpas tarp sumaiSymo ir pieno méginio paémimo neturi bati ilgesnis kaip
trys minutés.

Séjimas j Petri léksteles

3 ml pieno meéginio (6.2) sterilia pipete (4.2.3) supilstomi po 1 ml pieno méginio | kiekviena i3 trijy
leksteliy (4.2.4).

ISpilstymas

I$pilstoma mazdaug apie 12 ml gryno VRBL agaro (6.1) { kiekvieng lékstele ant pieno méginio.

I3 karto po i8pilstymo, Petri lékstelé maiSoma sukant taip, kad kolonijos tolygiai iSsisklaidyty po inku-
bacijos.

Laikas tarp pieno méginio paruodimo ir méginio sumai§ymo su terpe neturi bati ilgesnis kaip
15 minuciy.

Paruosiama kontroliné 1¢kstelé su 12 ml VRBL agaro jo sterilumui patvirtinti.

LeidZiama sustingti ant §varaus vésaus horizontalaus pavirsiaus.

Kai terpé visai sustingsta, uzsetos tepés pavirSiaus uzpilama maziausiai 4 ml VRBL agaro (6.1).
LeidZiama sustigti.

Petri Iéksteliy inkubacija

Lekstelés sudedamos j termostatg (4.1.3). Lékstelés laikomos apverstos. Jas sudedame vieng ant kitos,
ne daugiau kaip 3esias. Sudéty léksteliy kriivos turi bati atskirtos viena nuo kitos, taip pat nuo ter-
mostato sieneliy ir virSaus.

Inkubuojama 24 £ 2 valandas 30 + 1 °C temperatiiroje.

Kolonijy skaiciavimas

Kolonijos suskai¢iuojamos Petri 1ékstelése, turinciose ne daugiau kaip 150 kolonijy. Suskaiciuoja-
mos tamsiai raudonos spalvos kolonijos, maziausiai 0,5 mm skersmens, kurios yra arba néra apsup-

tos nuoseédomis, bidingomis koliforminéms bakterijoms.

Jeigu visos arba kelios kolonijos turi nebiidingus aspektus (pvz., nuo tipisky kolonijy skiriasi spalva,
dydziu ar nuosédy formavimuy), reikia atlikti patikrinimo testa (6.7).

Patikrinimo testas

Pagal 6.6.2 punkta nurodytus pozymius atlikamas patikrinimo testas, pasirenkant tinkamg skaiciy
(pvz., nuo trijy iki penkiy) nebidingy kolonijy ir pasé¢jant jas briliantinés zalumos laktozés jaucio
tulzies buljone (5.2), naudojant metaling kilpele (4.1.6). Mégintuvéliai inkubuojami 30 + 1 °C tem-
peratiiroje 24 + 2 valandas.

Kolonijas, kurios sudaro dujas Durham vamzdeliuose, laikyti koliforminémis bakterijomis.

Rezultaty paskai¢iavimas ir iSraiska
Rezultaty skaiCiavimui (Zr. 7.4) naudojamos tos lékstelés, kuriose yra ne daugiau kaip 150 kolonijy.

Jeigu yra atlieckamas patikrinimo testas, paskai¢iuojamas koliforminiy bakterijy kolonijy skaicius i§
patikrinto koliforminiy bakterijy kolonijy procento.

1 ml pasterizuoto pieno esantis koliforminiy bakterijy skai¢ius yra isreiskiamas pagal formulg:

xc

n

kurioje:
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2C bendras koliforminiy bakterijy kolonijy skai¢ius (7.1 kartu su 7.2), nustatytas tiriant pieno
méginj (3 ml),

n  istirto méginio (6.3) mililitry skaicius (3 ml).
Jeigu yra daugiau kaip 100 kolonijy, skai¢iavimo rezultatas yra pateikiamas iki dviejy reikSminiy skai-
¢iy. Jei skaicius, kurj reikia suapvalinti, yra penki, suapvalinti tokiu baidu, kad pirmasis skaicius kairéje

bity lyginis.

Jeigu yra tik tokie skai¢iavimo rezultatai, kurie vir$ija 150 kolonijy, rezultatas uZraSomas kaip ,pa-
skai¢iuoty koliforminiy bakterijy skaic¢ius 1 ml“.

Tikslumas

Tarptautiniu blidu pripazinty tarplaboratoriniy tyrimy rezultaty néra.
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5.2.

VII. SOMATINIY LASTELIY SKAICIAUS NUSTATYMAS

Si procediira apima dvi procediiras, kurios yra pamatiniai metodai somatiniy lasteliy skaiciui
nustatyti. Tai:

A. Mikroskopinis metodas

B. Fluoro optoelektroninis metodas

A. Mikroskopinis metodas

Taikymo sritis
Si procediira yra pamatinis metodas somatiniy lgsteliy zaliame piene skaiciui nustatyti.

Si procediira apibrézia lasteliy skai¢iaus pieno méginyje nustatymo metoda, skirtg kalibruoti ir
patikrinti fluoro optoelektroninio metodo tiksluma (Zr. B. 1).
Apibrézimas

Siame metode somatinés Igstelés yra tos Iastelés, kuriy branduolys gali biiti aiskiai nudazytas, nau-
dojant metileno mélj, pvz., leukocitai ir epitelinés lastelés.

Principas
0,01 ml pieno paskleidziama ant 1 cm ? mikroskopinio stiklo plokstelés. Susidariusi plévelé yra
i§dziovinama ir nudazoma. Skaiciuojant naudojamasi mikroskopu. Norint gauti 1 ml esanciy las-

teliy skaiciy, somatiniy lasteliy skaicius, suskaiciuotas konkre¢iame plote, yra padauginamas i3
darbinio koeficiento.

Reagentai

Turi biiti naudojami analizinio grynumo reagentai.

Dazy tirpalas:

Sudétis:

Metileno mélio 0,6¢g
Etanolio — 99 % 54 ml
1,1,1 - trichloretano arba tetrachloretano 40 ml
Ledinés acto rtigsties 6 ml
Ispéjimas

Tetrachloretanas yra nuodingas. Jo tirpalai ruosiami ir jais naudojamasi traukos spintoje.
ParuoSimas:

Etanolis ir 1,1,1-trichloretanas arba tetrachloretanas iSmaiomi butelyje ir kaitinami vandens
vonioje iki 60-70 °C. Pridedama metileno mélio, atsargiai iSmai§oma, atSaldoma Saldytuve iki
4 °C per 12-24 valandas ir jpilama ledinés acto riigties. Nufiltruojama per filtra, kurio pory dydis
nuo 10 iki 12 mikrony ar mazesnis, ir dazy tirpalas laikomas hermetiskame butelyje. Jeigu susi-
daro dalelés arba nuosédos, pries naudojant nufiltruojama dar karta.

Prietaisai ir stikliniai indai

Mikroskopas, padidinantis nuo 500 iki 1 000 karty.

0,01 ml mikrosvirkstas, = 2 % ar didesnio tikslumo.
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5.3. Mikroskopo stiklai, turintys pazymeéta 20 mm x 5 mm bisimos plévelés kontiirg arba etaloninis
mikroskopo stiklas, kurio matmenys 20 mm x 5 mm.

5.4.  Horizontali plytelé su nustatyta (30-50)°C temperatiira mikroskopo stiklams dziovinti.
5.5.  Dziovintuvas (plauky dZiovintuvas) plévelei dziovinti.
5.6.  Vandens vonia, palaikanti (30-40)°C temperatiira, skirta pieno méginiui kaitinti.

5.7.  Mikrometro stiklas su 0,01 mm padalomis.

6. Procediira

6.1.  Pieno méginys

Pieno méginys turi biiti iStirtas per Sesias valandas nuo méginio paémimo. Laikymo metu méginio
temperatiira neturi vir$yti 6 °C. Reikia vengti uz3alimo.

6.2.  Méginio paruoSimas laboratorijoje

Méginys pakaitinamas vandens vonioje (5.6) iki 30-40 °C temperatiiros. Po to atsargiai i$mai-
Soma. Atsaldoma iki mikrosvirksto kalibravimo temperattiros (5.2), pvz., iki 20 °C.

6.3.  ISankstinis stiklo ploksteliy paruosimas

Stiklinés plokstelés nuvalomos, pvz., etilo spiritu, nusausinamos nedulkanciu popieriumi, palai-
komos liepsnoje ir atvesinamos. Laikoma dézutéje, kad nepridulkéty.

6.4.  Plévelés paruoSimas

I§ paruosto, kaip auksciau nurodyta, pieno méginio mikrosvirkstu (5.2) paimama 0,01 ml pieno.
Svirksto iSoriné dalis, kuri lieCiasi su pienu, kruops¢iai nuvaloma. Svirkstas padedamas ant
stiklinés ploksteles (5.3), i§ pradziy nubréziant (20 mm x 5 mm) formos konttira. Po to kiek
galima lygiau uzpildomas plotas. Visikai i§dZiovinama plévelé ant horizontalios plytelés (5.4).

1§ kiekvieno pieno méginio turi baiti paruosta ir istirta maZziausia dvi plévelés.

6.5.  Pléveliy dazymas

10 minuciy panardinamos i dazy tirpala (4). Jeigu reikalinga, dZiovinimas uzbaigiamas dZiovin-
tuvu (5.5). Plévelés padedamos po beéganciu i§ ciaupo vandeniu, kol nusiplaus visas dazy perte-
klius. Tada vél isdziovinti ir laikyti saugant nuo dulkiy.

6.6.  Mikroskopo lauko kalibravimas

Priklausomai nuo pasirinkto padidinimo (x 500 iki x 1 000), mikrometro stiklu (5.7) nustato-
mas mikroskopo lauko skersmuo.

7. Suskaitiavimas ir paskai¢iavimas

7.1.  Lasteliy suskaiciavimas ir paskaiciavimas

Naudojamas mikroskopas (5.1). Vietoj lasteliy yra suskai¢iuojami tik Igsteliy branduoliai. Jie turi
bati aiskiai atpaZistami ir ne maziau kaip pusé branduoliy turi biiti matomi mikroskopo lauke.
Branduoliai skai¢iuojami plévelés viduriniame tre¢dalyje vertikaliomis juostelémis; neskaiciuo-
jama pasirenkant tik pakrastines plévelés juosteles. Pléveliy paruodimo tinkamumas ir rezultaty
patikimumas turi bati tikrinami ne reciau kaip vieng karta per ménesj, suskaiciuojant branduo-
lius skirtinguose plévelés plotuose. Branduolius galima suskai¢iuoti, paskirs¢iusius sistemoje mik-
roskopo laukus tokiu bidu, kad visos plévelés dalys bty reprezentuojamos vienodai.

7.2.  Minimalus suskaiciuotinas lgsteliy skaicius

Kadangi mikroskopinis somatiniy lasteliy suskaic¢iavimas taip pat gali biti naudojamas automa-
tiniy ir mechanizuoty suskai¢iavimo procediiry standartizavimui, identisky méginiy suskaicia-
vimo rezultaty variacijos koeficientas neturi bati didesnis uz §j elektroniniy prietaisy koeficientg.
Pieno méginio, kuriame yra nuo 400 000 iki 600 000 lgsteliy/ml, variacijos koeficientas neturi
virsyti 5 %.
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7.3.2.

7.4.

7.5.

Norint jvykdyti rezultaty pakartojamumo reikalavimg, somatiniy lasteliy skai¢ius, kuris turi bati
suskaiciuotas kiekviename méginyje pagal Puasono pasiskirstymo charakteristikas turi bati ne
maziau kaip 400.

Puasono pasiskirstymo budinga prielaida, kad

M=V =5
Cia:
M — vidurkis,

V — variantiskumas
Variacijos koeficientas yra:

s — standartinis nuokrypis.

Variacijos koeficientas yra:

s x100 % ov 100 % 100 %

v = vV = —
M s M

¢ia M — vidurkis, rodantis suskaiciuoty daleliy (lasteliy) skaiciy (t. y. 400, kai CV = 5 %);

Darbinio koeficiento paskaiciavimas
Naudojant 0,01 ml pieno, koeficientas yra paskai¢iuojamas pagal 7.3.1 arba 7.3.2.
Plevelés juosteliy suskaic¢iavimas

Kiekvienos i§ suskaic¢iuojamy juosteliy ilgis turi bati 5 mm. Juostelés plotis atitinka mikroskopo
lauko skersmenj, nustatoma mikrometro stiklo plokstele (5.7).

Darbinis koeficientas:

20 %100

Wi
dxb
Cia:
d — mikroskopo lauko skersmuo, nustatytas mikrometro stiklo plokstelés (5.7)
b - visiskai suskai¢iuoty juosteliy skaicius.

Skaic¢iuojant mikroskopo lauky plévelés viduriniame trecdalyje arba su tin-
kleliu, darbinis koeficientas apskai¢iuojamas pagal formulg:

20x5x100 12732

I xd’xs d’xs
4

f

Cia:

d — mikroskopo lauko skersmuo, nustatytas mikrometro stiklu (6.7), mm;
s — suskaiciuoty lauky skaicius.

Lgsteliy kiekio paskaiciavimas

Norint nustatyti lasteliy skai¢iy, esantj 1 ml pieno, suskai¢iuoty somatiniy lasteliy skaicius (7.1 ir
7.2) yra padauginamas i§ darbinio koeficiento.

Tikslumas
Variacijos koeficientas (Zr. 7.2) neturi virsyti 5 %.

Tarptautiniu mastu pripazinty tarplaboratoriniy tyrimy rezultaty néra.

B. Fluoro optoelektroninis metodas
Taikymo sritis

Si procediira yra pamatinis metodas, kuriuo, atlikus tinkamg kalibravima (7r. A.1), gali biiti
suskaiciuotos somatings lastelés zaliame piene — su cheminiais konservantais ar be jy.
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4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

5.1.

Apibrézimas

Siame metode somatinés lastelés yra dalelés, kurios turi minimaly fluorescencinj intensyvuma,
susijusj su DNR nudaZzymu somatiniy Igsteliy branduoliuose.

Principas

Pieno méginys (pvz., 0,2 ml) yra kruops¢iai sumaiSomas su buferiniu tirpalu ir fluorescenciniu
tirpalu. Po to dalis $io misinio yra paskleidziama plonu sluoksneliu ant besisukancio disko, kuris
yra mikroskopo objektinis stiklelis.

Kiekviena lgstelé sukuria elektroninj impulsg, kuris yra sustiprinamas ir uZraSomas. Somatiniy las-
teliy skaicius yra atspausdinamas tiikstanciais { ml.

Reagentai

Nesant kity nurodymy, turi biiti naudojami analiziSkai gryni reagentai. Turi biti naudojamas dis-
tiliuotas, dejonizuotas ar analogisko grynumo vanduo.

Buferinis tirpalas

Sudétis:

Natrio vandenilio ftalato 510¢g
Kalio hidroksido 13,75 ¢
1 % (pagal tirj) polietilenglikolio — mono-p (1,1,3,3- 10 ml

tetrametilbutil) — fenilo eterio (pvz., trinitrotoluolas Xx100)
pH nuo 5,7 iki 5,9. PraskiedZiama vandeniu iki 10 000 ml.
Paruosimas:

SumaiSomos atskiros sudétinés dalys. Jos turi biiti laikomos hermetiskoje aplinkoje ne ilgiau kaip
7 dienas.

Fluorescencinis tirpalas (pagrindinis tirpalas)
Sudétis:
EtidZio bromido 10¢g

PraskiedZiama vandeniu iki 1 000 ml.
ParuosSimas:

EtidZio bromidas iStirpinamas vandenyje. Laikoma §viesos ir oro nepraleidzianciuose buteliuose
ne ilgiau kaip 2 meénesius.

Fluorescencinis tirpalas (darbinis tirpalas)

Norint gauti 1 000 ml tirpalo, 20 ml pagrindinio tirpalo (4.2) sumaiSoma su buferiniu tirpalu
(4.1). Darbinis tirpalas neturi bati naudojamas ilgiau kaip 7 dienas.

Skaidrinantis tirpalas

Sudétis:
Buferinio tirpalo (4.1) 10 ml
1 % (pagal tarj) polietilenglikolio — mono-p (1,1,3,3- 10 ml

tetrametilbutil) — fenilo eterio (pvz., trinitrotoluolo X — 100)

25 % (pagal tairj) amoniako 25 ml
PraskiedZiama vandeniu iki 10 000 ml.

ParuoSimas:

SumaiSomos atskiros sudétinés dalys. Laikoma ne ilgiau kaip 30 dieny.

Prietaisai ir stikliniai indai

Suskaiciavimo prietaisas,dirbantis pagal fluorescencinj optinj principa.

Pastaba

Pries naudojant turi bati atliktas prietaiso kalibravimas. Tokiu biidu yra nustatomas rysys tarp
suskaiciuotiny daleliy tiirio ir slenkstinio lygio, vir§ kurio yra atliekamas suskai¢iavimas. Prietaiso
kalibravimas yra atliekamas pagal gamintojo nurodymus, naudojant méginius, kuriy lasteliy kie-
kis buvo nustatytas naudojant (A) mikroskopinj metoda.
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5.3.

6.1.

6.2.

7.1.

7.2.

7.3.

Cirkuliaciné vandens vonia, palaikanti 40 * 1 °C temperatiira.
Meégintuvélis, sandariai uzdarytas apie 15 ml tirio.
Pieno méginys

Méginys turi bati laikomas mégintuvélyje (5.3) Zemoje temperatiroje. Jeigu méginys yra be che-
miniy konservanty, suskai¢iavimas neturi bati atliekamas per pirmasias 24 val. po pamelzimo,
kadangi suskaic¢iavimo rezultatas bus per mazas. Laikymo temperattra neturi bati aukstesné kaip
6 °C.

Konservavimas

Cheminis konservavimas turi bati atlickamas per 24 valandas. Konservavimas turi bati atlieka-
mas kiek galima grei¢iau po méginiy paémimo.

Cheminis méginio konservavimas gali biti atliekamas pridéjus vieng i$ $iy konservanty:

— borato rugsti:

galutiné borato rugsties koncentracija méginyje neturi virsyti 0,6 g/100 ml. Tokiu badu kon-
servuotas méginys gali buti laikomas ne ilgiau kaip 24 valandas 6-12 °C temperatiiroje;

— kalio dichromata:

galutiné kalio dichromato koncentracija neturi bati didesné kaip 0,2 g/100 ml. Tokiu badu
konservuoti méginiai gali biiti laikomi iki 72 valandy 6-12 °C temperatiiroje;

— natrio azidg:
meéginiai gali bati konservuojami su natrio azidu, kurio galutiné koncentracija
0,024 g/100 ml su salyga, jei méginys tuojau pat po jo paémimo yra atSaldomas iki 6-12 °C
temperatiiros ir suskaiciavimas atlickamas per 48 valandas po méginio paémimo;

— bronopola:
méginys gali bati konservuojamas bronopolu naudojant galuting koncentracija

0,05 g/100 ml, su salyga, kad i§ karto po paémimo méginys yra atsaldomas iki 6-12 °C ir
suskaiciavimas atliekamas per 72 valandas po paémimo.

Borato riigstimi konservuotas méginys gali biti toliau konservuojamas 48 valandoms naudojant
kalio dichromatg.

Pastaba

Meéginius konservuojant kalio dichromatu turi bati prisilaikoma vietiniy reikalavimy, susijusiy su
nutekamuoju vandeniu.

Procediira

ISankstinis méginio apdorojimas

Tiriamasis pienas po pamelzimo turi biti laikomas 2-6 °C temperatiiroje ne trumpiau kaip
24 valandas. Pamelzimo dieng nepatartina tirti nekonservuotus méginius, nes rezultatai gali bati
per mazi. Jeigu tokj méginj yra bitina tirti, jis turi bati i§ anksto apdorojamas maziausiai tris
valandas kalio dichromatu (zr. 6.2.1).

Paruosimas

I3 anksto apdorotas méginys (Zr. 7.1) arba neapdorotas méginys, kuris yra maziausia vienos die-
nos senumo, yra kaitinamas vandens vonioje (5.2) iki apytikriai 40 °C. Po to iki tyrimo méginys
yra laikomas kambario temperatiiroje.

Lgsteliy suskaiciavimas

Suskaiciavimas gali bati atliktas naudojant suskai¢iavimo prietaisg (5.1) per 15 minuciy po kai-

tinimo pabaigos (zr. 7.2). I3 karto prie$ suskai¢iuojant, méginys turi bati kruops¢iai iSmaiytas,
kad bty pasicktas kiek galima homogeniskesnis somatiniy lasteliy pasiskirstymas.

Tolimesnis méginio praskiedimas ir paruosimas atlickamas prietaise automatiskai.
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8. Tikslumas

Néra tarptautiniu mastu pripazinty tarplaboratoriniy tyrimy rezultaty pakartojamumo (r) ir atku-
riamumo (R) skai¢iy. Tikslumo duomenys bus pateikti ateityje.

Nacionaliniame lygmenyje turimi duomenys leidZia atlikti Siuos paskaic¢iavimus:
1) Suskai¢iuoty lasteliy skaicius nuo 400 000 iki 500 000/ml
— standartinis rezultaty pakartojamumo nuokrypis:
s, = 20 000 lgsteliy/ml
(Iygiavertis 5-4 % variacijos koeficientui)
— standartinis atkuriamumo nuokrypis:
s, = 40 000 lasteliy/ml
(lygiavertis 10-8 % variacijos koeficientui).
9. Tikslumo kontrolé

Tikslumo kontrolé yra atlickama naudojant méginius su Zinomu lasteliy kiekiu, kuris yra
nustatytas suskaiciavus lasteles mikroskopu nacionalingje akredituotoje tyrimy laboratorijoje.
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VIII. ANTIBIOTIKY IR SULFAMIDUY NUSTATYMAS

TAIKYMO SRITIS

Si procediira yra pamatinis antibiotiky ir sulfamidy nustatymo Zaliame ir termiskai apdorotame piene meto-
das.

Pamatinis metodas apima:

A. Kokybinj metoda

Tai yra pirminis metodas, kurio metu yra atrenkami antibiotikus ir sulfamidus turintys pieno méginiai.
ApraSytame metode kaip testavimo kultira naudojamas Bacillus stearothermophilus var calidolactis, ATTC
10 149. Si procediira buvo pasirinkta kaip atstovaujanti siuos tyrimus;

B. Penicilino patvirtinimo ir identifikavimo metoda.

Sis metodas turi biti naudojamas patvirtinti kokybinio metodo rezultatus, identifikuoti peniciling ir
nustatyti penicilino koncentracija.

A. Kokybinis metodas

1. Taikymo sritis

Tai kokybinio antibiotiky ir sulfamidy nustatymo Zaliame ir termiskai apdorotame piene metodas, kuomet
jie aukstesni nei lenteléje nurodytos ribos:

[vairiy antibiotiky ir sulfamidy koncentracijos, kurias galima nustatyti (*)

Tyrimo jautrumas
Visi neigiami Visi teigiami

Benzilpenicilinas 0,002 0,006
Ampicilinas 0,002 0,005
Kloksacilinas 0,015 0,035
Nafcilinas 0,006 0,011
Tetraciklinas 0,10 0,40
Oksitetraciklinas 0,20 0,45
Chlortetraciklinas 0,15 0,50
Chloramfenikolis 7,0 15,0
Dihidrostreptomicinas 4,0 13,0
Neomicinas 1,0 22,0
Kanamicinas 9,0 28,0
Bacitracinas 0,06 0,14
Eritromicinas 1,0 2,25
Rifamicinas 0,01 0,14
Diafenilsulfonas 0,01 0,1

Sulfametazinas (Sulfadimidinas) 0,5 1,0

(") Benzilpenicilinas ir bacitracinas yra isreiksti kaip TV/ml, visi kiti antibiotikai kaip pg/ml.
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4.2.

4.2.1.

4.2.3.

4.2.4.

4.2.5.

4.2.6.

4.2.7.

Apibrézimas
Piene yra antibiotikai arba sulfamidai, kada terpés spalva nepasikeicia (zr. 7.1).
Principas
Pieno méginys kartu su mitybinémis medziagomis yra jpilamas i agaro gelj, kuriame yra pH indi-
katorius ir Bacillus stearothermophilus, var. calidolactis ATCC 10 149 sporos (Zr. 5.4.1), kurios turi
gerg bendrg jautruma ir yra ypac jautrios uzterstumui penicilinu. Inkubacija, kurios pasekoje vyksta
normalus mikroorganizmo augimas ir riigsties gaminimas, yra pH indikatoriaus spalvos pasikei-
timo i§ purpurinés j geltong priezastis. Kada piene yra medziagos, trukdancios mikroorganizmo
augimui, pH indikatoriaus spalva lieka purpuriné.
Prietaisai ir stikliniai indai
Paprastai yra naudojama $i laboratoriné jranga:

Prietaisai

Termostatas, palaikantis 64 + 1 °C temperatira.

Vandens vonia, palaikanti 64 + 1 °C temperatiira.

Stovelis mégintuvéliams arba ampuléms.

Pipeté, vienkartinio naudojimo antgaliukai, tinkamai paimti ir i§pilti po 0,1
ml méginio.

Pincetai ar Znyplelés.

Sterilizavimo krosnis, palaikanti 170-175 °C temperatiirg.

Autoklavas, palaikantis 121 + 1 °C temperatiirg.

PH - metras.

Stikliniai indai

Méginiy buteliai su tinkamais kamsciais.

Pastaba

Kai kurie guminiai kams¢iai gali nusésdinti inhibitorines medziagas ant butelio kaklelio.

Petri lékstelés, pagamintos i§ skaidraus nespalvoto stiklo ar sterilios sintetinés
medziagos su vienodo storio ploksciais dugnais, kuriy minimalus vidinis
skersmuo yra apie 140 mm.

250 ml talpos buteliai.

Stiklinés arba sterilios sintetinés medziagos uzkemsamos vata pipetés, kuriy talpa 1 ml ir 10 ml.

Stiklinés mentelés.

Mégintuvéliai arba ampulés, kuriy vidinis skersmuo apie 8 mm su uZmovo-
mis arba kamsciais.

Stikliniy indy sterilizavimas.
Stikliniai indai turi bati sterilizuojami naudojant vieng i§ iy procedary:

a) laikant juos ne trumpiau nei vieng valandg sterilizavimo krosnyje 170-175 °C temperatiiroje
(4.1.6);

b) laikant juos ne trumpiau kaip 20 minuciy autoklave 121 = 1 °C temperatiiroje (4.1.7).

Biitina uZztikrinti autoklave pakankamga gary prasiskverbima, pav., jeigu jranga yra sterilizuojama
induose, jie neturi bati aklinai uzdaryti, kolby kams¢iai turi bati atlaisvinti.

Autoklave sterilizuoti stikliniai indai turi bati i§dZiovinti iSleidus gara.
Pipetés turi bati sterilizuojamos karsto oro krosnyje.

Terpé, tirpalai, testavimo mikroorganizmas

Terpés sudétinés dalys turi bati tinkamos bakteriologiniams tikslams. Turi biiti naudojamas dis-
tiliuotas arba demineralizuotas bent jau analogisko grynumo vanduo. Jame neturi baiti medziagy,
trukdanciy testavimo mikroorganizmui augti.
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5.1.

5.1.2.

5.2.

5.2.1.

5.2.3.

Terpé

Mitybinis agaras

Sudétis:

Mieliy ekstrakto 2g
Peptono 5¢g
Meésos ekstrakto 1g
Natrio chlorido 5¢
Agaro 10-15¢g
Vandens 1000 ml
ParuoSimas

Sudedamosios dalys i§tirpinamos vandenyje. Uzvirinamos, kartas nuo karto pamaisant. pH sure-
guliuojamas tokiu biidu, kad po sterilizacijos 25 °C temperatiiroje jis biity 7,4 + 0,1.

I3pilstoma 10 ml kiekiais j meégintuvélius, kad agaras sustingty nuoZulniai arba po 100 ml { bute-
lius.

Sterilizuojama 15 minuciy 121 # 1 °C temperatiroje.

Agaro terpé

Sudétis

Natrio chlorido 2g
Agaro 15¢
Vandens 1000 ml
Trimetoprimo ar tetroksoprimo tirpalo (Zr. 10 ml
5.1.3) (1)

ParuoSimas

Vandenyje istirpinamos sudétinés dalys, i$skyrus trimetoprima ar tetroksoprimg. UZvirinamos
kartas nuo karto pamaisant. Pridedama trimetoprimo ar tetroksoprimo ir 15 min. sterilizuojama
121 + 1 °C temperatiiroje, pH sureguliuojamas tokiu biidu, kad po sterilizavimo 25 °C tempe-
ratairoje jis baty 7,0 £ 0, 1.

Trimetoprimo ar tetroksoprimo tirpalas

Sudetis

Trimetoprimo 5 mg

arba tetroksoprimo 30 mg

96 % etilo spirito 5 ml/30 ml
Vandens iki 1000 ml

Paruosimas

Trimetoprimas ar tetroksoprimas iStirpinamas etilo spirite (5 ar 30 ml) ir atskiedziama vandeniu.

Mitybiné terpé

Sudeét

Mieliy ekstrakto 0,75 mg
Gliukozés 5,0 mg
Tirpaus krakmolo 8,0 mg
Bromkrezolo purpurinio indikatoriaus 0,025 ¢
Vandens iki 50 ml

Paruoimas

Mitybinés medziagos ir indikatorius itirpinami vandenyje, jeigu biitina, pakaitinama, filtruojama
ir sterilizuojama. Komercinés mitybinés medziagos yra gaunamos tableciy forma.

Etaloniniai penicilino tirpalai

Paruosiama 60 pg/ml = (100 TV/ml) penicilino tirpalo, istirpinant kristalinj natrio arba kalio ben-
zilpeniciling steriliame distiliuotame vandenyje tinkamai uzkimstame steriliame butelyje.

Paruosiamas penicilino darbinis tirpalas, atskiedZiant 1,25 ml penicilino tirpalo (5.2.1) iki 1 000
ml steriliu distiliuotu vandeniu. Siame darbiniame tirpale yra 0,075 pg (= 0,125 TV/ml) penici-
lino.

Paruosiama 75 ml etaloninio penicilino tirpalo, kuriame yra 0,004 ug ml (= 0,0067 TV/ml) peni-
cilino, pridedama 71 ml pieno be inhibitoriy (5.3) i 4 ml darbinio penicilino tirpalo (5.2.2) ir
iSmaiSoma.

(") Naudojant kultiiry terpes, turincias antifolatines medziagas, biitina laikytis patentavimo teisés akty.
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5.2.4.

5.3.

5.4.

5.4.1.

5.4.2.

5.6.

5.6.1.

5.6.3.

5.6.4.

6.1.

5.2.1-5.2.3 punktuose nurodyti penicilino tirpalai turi biiti paruosti ta dieng, kada atlickamas
tyrimas.

Pienas be inhibitoriy

Kontrolei naudojamas pienas be inhibitoriy, gaunamas istirpinant steriliame distiliuotame van-
kad jie neturi inhibitoriniy medziagy. Arba pakankamas Zalio pieno kiekis, kuris buvo istirtas ir
nustatyta kaip neturintis inhibitoriniy medziagy, gali bati i$pilstytas j butelius, kaitinamas vieng
valandg 100 °C temperatiiroje ir po to laikomas Saldytuve (0-6) °C temperatiroje ne ilgiau kaip
vieng savaite.

Testavimo mikroorganizmas

Bacillus stearothermophilus var. calidolactus padermé ATCC 10 149 yra naudojama kaip testavimo
mikroorganizmas. Padermé yra identiska C 953.

Testavimo kulttiros palaikymui paruosiama kolekciné kultiira. Testavimo kultira yra laikoma ant
nuoZulniai sustingdinto agaro (5.1.1). Testavimo kultara kilpa paséjama ant nuozulniai sustig-
dinto agaro pavirsiaus ir inkubuojama aerobinémis sglygomis 48 valandas 63 + 1 °C tempera-
tiroje. Po inkubavimo mégintuvélis yra uzkemsamas naudojant sterily guminj kamstj. Tokiu
bidu gauta pagrindiné kultiira gali bati keleta ménesiy laikoma Saldytuve nuo 0 iki 5 °C tempe-
rattroje.

Testavimo kultiira (spory suspensija)

20 ml mitybinio agaro (5.1.1) steriliai jpilama { sterilia Petri lekstele (4.2.2) ir atS8aldoma iki kam-
bario temperatiiros.

Sterilia pipete (4.2.4) jpilama 5 ml sterilaus distiliuoto vandens j mégintuveélj su pagrindine kul-
tiira ir sporos nuplaunamos nuo nuozulniai sustingdinto agaro naudojantis sterilia kilpa. Si spory
suspensija turi bati laikoma nuo 0° iki 5 °C temperatiiroje ir turi biiti naudojama neilgiau kaip
36 valandas.

Steriliai pipete (4.2.4) jpilama 0,5 ml spory suspensijos (5.5.2) i lékstele su mitybine kultara
(5.5.1) ir paséta kulttra kruopsciai isklaidoma per visg pavirsiy su iSlenkta stikline lazdele. Inku-
buoti 63 £ 1 °C (4.1.1) temperatiroje nuo 16 iki 18 valandy.

Naudojant pagrinding kultiira (5.4.2) arba senesn¢ kaip 36 valandy kultira, dukterinés kultaros
gavimo procedira turi bati atlikta maZiausiai du kartus, esant ne ilgesniam kaip 36 valandy lai-
kotarpiui tarp dukteriniy kultiry gavimo.

Sterilia pipete (4.2.4) jpilama 10 ml distiliuoto vandens i lékstele su kultiira (5.5.3) ir naudojant
islenktg stikling lazdele sporos pasalinamos nuo pavirsiaus j suspensija.

Spory suspensija supilama i butelj (4.2.3), kuriame yra 250 ml sterilaus distiliuoto vandens. Bute-
lys uzdaromas ir kruopsciai suplakamas. Kultiiros, kurios nebus tuoj pat persé¢jamos, turi bati lai-
komos 3aldytuve (0-6) °C temperatiiroje.

Spory suspensijoje gyvybingy kolonijy skai¢ius turi baiti nuo 5 iki 10 milijony 1 ml léksteléje
esancio skaiciuojamo agaro terpés, kuri buvo inkubuota 63 + 1 °C temperatiroje 16-18 valandy.
Spory suspensija turi bati vienodai drumsta, ir jeigu joje yra nuosédos, ji turi bati iSmesta ir turi
biti paruosta nauja suspensija i§ pagrindinés kultiros.

Meégintuvéliy arba ampuliy paruosimas
Agaro terpé (5.1.2) istirpinama ir at3aldoma iki 55 °C temperatiiros.

Viena dalis $vieZios spory suspensijos (5.5.4) sumaiSoma su penkiomis agaro terpés dalimis, esan-
¢iomis meégintuvélyje ar butelyje (5.6.1), ir kruops¢iai iSmaiSoma.

0,3 ml terpés su sporomis (5.6.2), apskaiciavus, kad bus gautas 5 mm storio sluoksnis, jpilama j
sterily mégintuvélj ar ampulg (4.2.6) ir uzdaroma kamsciu arba dangteliu, arba uzlydant vir§ting.
Meégintuveliams ar ampuléms leidziama atvésti vertikalioje padétyje, terpei leidziama sukietéti ir
tada paliekama stovéti ne trumpiau kaip 12 valandy.

Mégintuvéliai ar ampulés gali bati naudojami tg pacia dieng, bet jie gali bati laikomi ir keleta
meénesiy, su salyga, kad jie nuo paruosimo yra i§ karto atSaldomi ir laikomi 0-6 °C temperati-
roje.

Procediira

Meéginiai turi bati tiriami kaip galima greiciau ir pageidautina per 24 valandas nuo méginiy
paémimo laikant, méginius tuo metu nuo 0 iki 5 °C temperatiiroje. Jei negalima méginiy istirti
per 24 valandas, jie turi bati laikomi giliai uzsaldyti (-30 iki -15 °C), siekiant iki minimumo
sumazinti penicilino inaktyvacija.
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6.2.

6.3.

6.4.

6.5.

6.6.

6.7.

6.8.

6.9.

7.1.

7.2.

7.3.

7.4.

8.1.

2.1.

Kiekvienas mégintuvélis ar ampulé (5.6) pazymimi jskaitomai ir nei$trinamai. Nuimamas dang-
telis ar kamstis. | tinkama stovelj (4.1.3) sudedamas tyrimui reikalingas skai¢ius tiriamyjy ir kont-
roliniy méginiy mégintuvéliy.

| kiekviena mégintuvélj ar ampule jpilama 50 mikrolitry 5.1.4 punkte nurodyty mitybiniy
medziagy.

Pieno meéginys kruopsciai iSmaiSomas ir 0,1 ml jpilama virkstu (4.1.4) | atitinkamai pazyméta

mégintuvelj ar ampule. Kiekvienam meéginiui naudojamas $varus vienkartinio naudojimo antga-
liukas.

6.4 punkte aprasytas veiksmas pakartojamas du kartus, naudojant etaloninj penicilino tirpalg,
kuriame vietoje pieno méginio (5.2.3) yra naudojama 0,004 pg/ml (= 0,0067 TVml penicilino).

6.4 punkte aprasytas veiksmas kartojamas du kartus, kontrolei panaudojant vietoje pieno
méginio inhibitoriy neturintj pieng (5.3).

Meégintuvéliai ar ampulés uzkems3ami ir stovelis, kuriame laikomi mégintuvéliai ar ampulés, jde-
damas { vandens vonig, kurios temperatiira yra 63 £ 1 °C, (4.1.2) ir laikomas ne trumpiau kaip
2 val. arba nuo 2 iki 4 valandy.

Stovelis su mégintuvéliais ar ampulémis i§imamas i§ vandens vonios.

Stebima terpés spalva (zr. 7).

Rezultaty aiskinimas

Jeigu visuose tiriamyjy ir kontroliniy méginiy mégintuvéliuose ar ampulése terpé nusidazo vio-
letine spalva, tai rodo, kad méginiuose yra antibiotiky arba sulfamidy ir jy kiekis yra toks, koks
nurodytas lentelés 58 p. skiltyje ,visi teigiami“. Mégintuvéliy ar ampuliy su etaloniniu penicilino
tirpalu (6.5) spalva turi biti violetine, kad parodyty pakankama tyrimy terpés jautruma.

Jeigu violetine spalva nusidazo tik dalis tirlamyjy méginiy mégintuvéliy ar ampuliy terpés arba
jei kai kuriy i§ jy terpé nusidazo netolygiai, inhibitoriniy medziagy kiekis méginyje yra tarp
lenteléje 39 punkte pateikty verciy.

Jeigu kuriame nors i§ tirlamyjy ar kontroliniy méginiy mégintuvéliy ar ampuliy testo terpé nusi-
dazo geltona spalva, tai rodo, kad méginyje néra inhibitoriniy medziagy, stabdanciy testo mik-
roorganizmo augima.

Jeigu visuose tirlamuosiuose mégintuvéliuose ar ampulése, jskaitant ir neigiamaji kontrolinj

mégintuvelj yra purpuriné spalva, tai rodo, kad mégintuvéliuose ar ampulése néra gyvybingy
spory, ir méginiai turi bati i§ naujo istirti, naudojant $vieziai paruostas tyrimy medZiagas.

Rezultaty patvirtinimas

Visi méginiai patvirtinami reakcija, kaip aprasyta 7.1 ir 7.2 punktuose, naudojant ,B metoda*“.

Jeigu pries patvirtinimg yra bitina pieno méginius palaikyti, jie turi bati laikomi giliai uz3aldyti,
siekiant i$vengti antibiotiky suskilimo.

B.  Peniciliny patvirtinimo ir jy koncentracijos nustatymo procediira

Taikymo sritis

Peniciliny aptikimo méginyje patvirtinimo ir jy koncentracijos nustatymo metodas skirtas patvir-
tinti peniciliny ar kity antibiotiky aptikimg pieno méginiuose ir nustatyti penicilino koncentra-
cija pieno méginiuose, kuriy rezultatai kokybiniu metodu buvo jvertinti kaip teigiami (A.7.1) arba
abejotini (A.7.2).

[vairiy antibiotiky jautrumas procediirai

Zr. A.l.
Apibrézimas

Pieno méginyje yra antibiotiky, jskaitant sulfamidus, kai ityrus pieno méginj apibudintu meto-
du, aplink diska susidaro aiski, ne maziau kaip 2 mm inhibicijos zona.
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2.2.

2.3.

4.3.

5.2.

Jeigu méginys, kuriame yra antibiotikai, jskaitant sulfamidus (2.1), ir | kurj buvo jdéta
penicilinazés (betalaktamazeés), neturi aiskios zonos arba mazesnio skersmens aiskios zonos negu
be penicilinazes, reiskia, kad yra inhibitorinés medziagos, ir tai yra arba penicilinas arba penicilinas
kartu su kitomis antibiotinémis medziagomis, jskaitant sulfamidus.

Jeigu zona néra inaktyvuojama penicilinaze (2.2), inhibitoriné medziaga pieno méginyje yra ne
penicilinas, bet gali buti kitas likutis (Zr. Direktyva 85/397[EEB, A priedas, VI skyrius, A.1. fir 2 b).

Kai kurie i§ pusiau sintetiniy peniciliny, pvz., natrio kloksacilinas, néra inaktivuojami arba yra tik
dalinai inaktivuojami penicilinaze arba yra visiskai atsparis, ir todél neatpazjstami kaip penici-
linas (zr. 7.3).

Principas

Absorbcinio popieriaus diskas, sudrékintas tiriamuoju pienu, yra padedamas ant agaro terpés su
Bacillus stearothermophilus var. calidolactis sporomis pavir$iaus. Inkubacijos metu normalus mik-
roorganizmy augimas is§aukia agaro drumstuma. Jeigu piene yra medziagy, kurios trukdo mik-
roorganizmy augima, jos yra nustatomos esant aiskiai zonai apie diska. Aiskios zonos dydis be
kity faktoriy dar priklauso nuo piene esanciy inhibitoriniy medziagy koncentracijos ir tipo.
Prietaisai, stikliniai indai ir jranga

Prietaisai

7r. A4l

Vandens vonia, palaikanti 80 £ 1 °C temperatiirg.

Stikliniai indai

Zr. A4,

Popieriniai diskai be inhibitoriy nuo 9 iki 13 mm skersmens, galintys vidutiniskai sugerti apie
130 mg pieno (pageidautina laikomi eksikatoriuje).

Terpé, etaloniniai tirpalai, penicilinazés tirpalai, reagentai, testavimo mikroorganizmai ir
kt.

Terpés sudétinés dalys turi bati tinkamos bakteriologiniams tikslams. Turi biiti naudojamas dis-

tilivotas ar demineralizuotas arba bent jau analogisko grynumo vanduo. Jame neturi bati
medziagy, kurios stabdyty testavimo mikroorganizmy augima.

Terpé
Mitybinis agaras (A. 5.1.1)

Tyrimy terpé inhibitorinéms medZiagoms nustatyti.

Sudétis

Mieliy ekstrakto 25¢g

Triptono 5g

Gliukozés lg

Trimetoprimo  ar  tetroksoprimo tirpalo 10 ml

(A.5.1.3)

Agaro 10-15 g (priklausomai nuo gelio kokybés)
Vandens 1000 ml

Paruosimas

Prie§ pridedant trimetoprimo ar tetroksoprimo j tirpala, sausosios sudétinés dalys yra visiskai istir-
pinamos vandenyje kaitinant ir maisant. Pridéjus trimetoprimo ar tetroksoprimo tirpalo, pH turi
bati sureguliuotas tokiu baidu, kad po sterilizavimo 25 °C temperatiiroje jis baty 8,0 + 0,1. Terpé
yra sterilizuojama 15 minuc¢iy 121 * 1 °C temperatiiroje.

Etaloniniai penicilino tirpalai piene

Zr. A.5.2.

Norint nustatyti inhibitoriniy medziagy (8) kieki, pagaminami $iy koncentracijy etaloniniai peni-
cilino tirpalai piene be inhibitoriy (A.5.3):
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5.3.

5.4.

5.5.

6.1.2.

a) 0,004 pg/ml (0,0067 TV/ml)
b) 0,006 pg/ml (0,01 TV/ml)

¢ 0,03 pg/ml (0,05 TV/ml)

d) 0,06 pg/ml (0,1 TV/ml)

Penicilinazés tirpalas

Pakankamas penicilinazés (betalaktamazés) kiekis istirpinamas steriliame distiliuotame vandeny-
je, kad bity 1 000 TV/ml koncentracija. Pageidautina, kad §is tirpalas baity padalintas | mazas
porcijas. Jis gali bati laikomas nuo 0 iki 5 °C temperatiroje iki keturiy savai¢iy.

Pastaba

Néra vieningo penicilinazés tarptautinio standarto. Yra priimta, kad $iame metode 10 vienety
penicilinazés pakanka inaktyvuoti 0,6 pg (= 1 TV) penicilino. Jeigu gaunamas penicilinazés akty-
vumas yra nezinomas, tai batinai reikia patikrinti, ar galioja §i prielaida. Priesingu atveju, bitina
atitinkamai pakeisti penicilinazés tirpalo koncentracija.

Vietoje penicilinazés tirpalo gali bati naudojami komerciniu biidu gaunami diskai, paruosti su
penicilinaze, jeigu, kontrolinés procediiros metu nustatoma, kad jie turi atitinkama penicilinazés
kieki.

Testavimo mikroorganizmas

Zr. A.5.4.

Testavimo kultiira (spory suspensija)

7r. A.5.5.

Petri Iéksteliy paruosimas
Siekiant nustatyti inhibitorines medziagas (5.1.2), terpé iStirpinama ir at3aldoma iki 55 °C.

| butelj jpilama viena $vieziy spory suspensijos (5.5) dalis tokiam terpés, skirtos inhibitoriniy
medziagy (5.1.2) nustatymui, daliy skaiciui, kad pasétoje terpéje biity gautas atitinkamas kolo-
nijy tankis. Kruops¢iai sumaiSoma.

[ pries tai pakaitintg iki 55 °C temperatiiros sterilig Petri 1ékstele (A.4.2.2) jpilama terpés su spo-
romis (5.6.2), kuri sudaryty nuo 0,6 iki 0,8 mm storio sluoksnj. Norint gauti 0,8 mm storio
sluoksni, Petri lékstelei, kuri yra 140 mm vidinio skersmens, reikia apie 15 ml terpés.

Petri lekstelés pernesamos ant $alto, horizontalaus, pries tai patikrinto su spirito guls¢iuku, pavir-
Siaus, nuimami dangteliai ir agaro terpei leidziama sustingti. Kai terpé sustingsta, dangteliai vél
uzdedami ant leksteliy, kurios yra apverciamos, siekiant kiek galima sumazinti kondensacija ant
agaro terpés pavirsiaus.

Tokiu baidu paruostas lékstelés pageidautina naudoti tg pacia dieng, bet jos gali bati laikomos iki
dviejy savaiciy, su salyga, kad jos i§ karto po paruodimo yra laikomos sandariame polietileni-
niame krepsyje 5 °C temperatiiroje.

Norint atpazinti méginius, pazenklinami 1ékstelés dugnai.
Procediira
Meéginio paruosimas

Meéginiai, duodantys teigiamus ar abejotinus rezultatus ,A metodo” metu, (A.7.1 ir A.7.2 punk-
tuose), turi bati i$ naujo tiriami, identifikuojamas penicilinas ir nustatomas jo kiekis.

I§ pradziy $ie pieno méginiai yra 10 minuciy kaitinami 80 + 1 °C temperatiiroje, siekiant i§vengti
termolabiliy nespecifiniy inhibitoriy jtakos.

Kruops¢iai imaisius, 10 ml kaitinto tiriamojo pieno yra jpilama j tinkama sterily placiakakej
butelj. | piena yra jpilama apie 0,4 ml penicilinazés tirpalo ir kruop$¢iai iSmaiSoma.
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6.2.

6.2.1.

6.2.2.

6.2.3.

6.2.4.

6.2.5.

6.2.6.

6.2.7.

6.3.

7.1.

7.2.

7.3.

8.1.

Inhibitoriy nustatymas

Popieriaus diskas (4.3) naudojant porg §variy sausy pincety panardinamas j pieno méginj (6.1.2).
Pieno likutis pasalinamas lieciant disku | méginio butelio $ong. Diskas padedamas lygiai ant
meéginio 1ékstelés (5.6) ir atsargiai paspaudZiamas pincetais Zemyn.

Paruosti diskai su skirtingais pieno méginiais turi baiti vienas nuo kito nemazesniu nei 20 mm
atstumu ir nemazesniu nei 10 mm atstumu nuo krasto.

Siekiant patikrinti jautrumg, diskai (4.3) panardinti j etaloninj penicilino tirpala (5.2) diskai (4.3)
turi biiti laisvai padedami tarp pieno méginiy disky, kad jy skaicius sudaryty maziausiai 2 % pieno
meéginiy disky skaiCiaus. Kiekvienam tyrimui turi baiti naudojami maZiausiai penki standartiniai

diskai.

Kada visi diskai yra laisvai padéti ant agaro terpés ir identifikuoti, lékstelés apverciamos ir inku-
buojamos 63 * 1 °C temperatiroje 2 val., arba nuo 2,5 iki penkiy valandy.

Po inkubacijos 1ékstelés iStiriamos prie$ tinkama $viesos Saltinj, siekiant nustatyti aiskias inhibi-
cijos zonas aplink popieriaus diska. Aiskios zonos i§matuojamos.

Zonos apie diskus su penicilino etaloniniu tirpalu (6.2.3) turi baiti ne mazesnés kaip 2 mm.

Aikios zonos apie diskus, kuriuose yra pieno méginiai, esancios maZiausiai tokio pat dydzio arba
didesnés nei nurodyta 6.2.6, rodo medziagas, trukdancias testavimo mikroorganizmo augima.

Inhibitoriniy medZiagy identifikavimas ir jy kiekio nustatymas

6.2.1 punkte aprasyta procediira yra atlickama du kartus, naudojant pakaitinto pieno méginj
(6.1.2) ir mégini, apdorota penicilinaze (6.1.3). Vietoj penicilinazés jpylimo j 10 ml pieno méginj
(5.3.2), i 3 meéginj gali bati panardintas ir padétas ant lékstelés paruostas penicilinazés diskas.

6.2.1 punkte apraSyta procedira yra atlickama du kartus kiekvienam i§ 5.2 a-d punktuose nuro-
dyty etaloniniy penicilinino tirpaly.

Turi bati nustatyti pieno meéginio, penicilinazés kontrolés, taip pat ir etaloninio penicilino tir-
paly aiskiy inhibicijos zony vidutiniai skersmenys.

Rezultaty aiskinimas (Zr. 2)

Jeigu aplink diska su penicilinazés kontrole néra aiskios zonos, bet yra aiski zona aplink diskg su
pieno meéginiu, kuri yra lygi ar didesné nei zona aplink diskg su etaloniniu penicilino tirpalu
(5.2 a), inhibitorinés medziagos, esancios pieno méginyje, atitinka maZziausiai 0,004 pgg/ml
natrio — (kalio) — benzil — penicilino koncentracija.

Jeigu aiskios zonos apie diska su penicilinaze vidutinis skersmuo yra lygus aiskios zonos apie
diska su pieno meéginiu vidutiniam skersmeniui, tai pienas turi inhibitorines medziagas, kuriy
negalima inaktyvuoti su Sioje procediiroje panaudotomis penicilinazés koncentracijomis.

Jeigu aiskios zonos apie diska su penicilinaze vidutinis skersmuo yra mazesnis uz aiskios zonos
apie diska su pienu, kaitintu pagal 6.1.2 punkto nurodymus, vidutinj skersmeni, tai reiskia, kad
piene yra penicilinas kartu su kitais antibiotikais, jskaitant sulfamidus, be to, penicilinas ar pusiau
sintetinis penicilinas, kurio negalima atpazinti Sioje procediiroje naudojamos penicilinazeés kon-
centracijos. Sintetiniai penicilinai tokie kaip natrio kloksacilinas $io tyrimo salygomis gali nebiti
inaktyvuojami penicilinaze ir todél gali bati klasifikuojami kaip kiti, iSskyrus peniciling, inhibi-
toriai.

Pastaba
Jei reikalinga, kitos, i§skyrus peniciling, inhibitorinés medziagos gali bati identikuojamos panau-
dojus atitinkamus metodus.

Penicilino kiekio nustatymas

Penicilino kiekj galima nustatyti nubrézus standarting kreive arba paskaiciavus i§ zony dydziy,
gauty naudojant etaloninius penicilino tirpalus piene (5.2 a-d punktai), vertes.
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8.2.

8.3.

9.1.

9.2.

Standartinés kreivés nubraizymas.

Kadangi tarp penicilino koncentracijos log10 ir inhibitoriniy zony skersmens yra tiesiné kore-
liacija, standartiné kreivé gali bati nubrézta ant pusiau logaritminio popieriaus, penicilino kon-
centracijas naudojant kaip logaritming ordinatg, o inhibitorines zonas kaip abscis¢. Inhibitorinés
zonos yra paskaic¢iuojamos kaip dviejy vienody tyrimy vidurkis. Inhibitoriniy zony skersmenys
yra nubréziami standartiniy penicilino koncentracijy atzvilgiu ir gaunama standartiné kreive.

Paskaiciavimas
Pieno méginyje esancio penicilino koncentracijos gali biti paskaiciuotos i3 jy zony skersmeny,
naudojant lygtj ar standarting kreive. Norint tiksliau nustatyti tyrimo rezultatus, nustatyti inhi-

biciniy zony spinduliai turi buti maziausiai du kartus, bet ne daugiau kaip 5 kartus, didesni uz
disky spindulius.

Rezultaty iSraiska

Rezultatai yra ireiSkiami nurodant penicilino kieki, kuris yra lygus arba virsija 0,004 pg/ml (arba
nurodant nustatytas koncentracijas) ar nurodant kity, iSskyrus penicilina, inhibitoriy kiekj.

Rezultaty pakartojamumas () ir atkuriamumas (R)

Skaiciy néra ir jie nereikSmingi, kadangi sulyginimui yra naudojamas etalonas.
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IX. PATOGENINIYy MIKROORGANIZMU NUSTATYMAS

Taikymo sritis

Pagal Direktyvos 85/397/EEB A priedo VII (2) skyriaus reikalavima, i procediira pateikia nurodymus,
kuriy privalu laikytis tikrinant pasterizuotame piene patogeniniy mikroorganizmy buvima.

Apibrézimas
Turi biiti iStirtos bakterijy radys, kurios dazniausiai yra susijusios su maisto sukeliamomis ligomis.

Pasterizacija yra pieno apdorojimas, apsaugantis jj nuo termiskai neatspariy patogeny. Kuomet yra jvyk-
dyti Sios direktyvos A priedo VII (2) skyriaus reikalavimai dél kolonijy skaiciaus nustatymo 30 °C ir 21 °C
temperatiirose, koliforminiy bakterijy ir fosfatazés, specialus bandymas patogenams nustatyti yra biitinas
tik tada, kai jtariama, jog pienas yra siejamas su apsinuodijimo maistu protrikiu.

Procediira

Procediiras ir tyrimo daznumg turi nustatyti jgaliota valstybés institucija, tokiu badu, kuris leisty isduoti
termiskai apdorotam pienui, skirtam prekiauti Bendrijoje, nekenksmingumo sveikatai liudijimus. Nusta-
tant patogeninius mikroorganizmus taikomi priimti tarptautiniai reikalavimai ir procediros, jei tokios yra.

Rezultaty protokolas

Rezultatas kiekvienam i§tirtam patogeniniam mikroorganizmui turi biiti i$reiskiamas $iuo badu:

Skaicius, esantis pieno ml, arba ,buvimas“ ar ,nebuvimas® pasterizuoto pieno tiryje, reikalaujamame pri-
klausomai nuo taikomo metodo. Protokole turi biiti aiskiai aprasytas taikomas metodas.



