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KOMISIJAS TRESA DIREKTIVA
(1972. gada 27. aprilis),
ar ko nosaka Kopienas analizu metodes baribas oficialajai kontrolei

(72/199/EEK)

EIROPAS KOPIENU KOMISIJA,
nemot véra Eiropas Ekonomikas kopienas dibinasanas ligumu,

nemot véra Padomes 1970. gada 20. jalija Direktivu (') par
paraugu nemsanas un analizu Kopienas metoZzu ievieSanu
baribas oficialajai kontrolei un jo ipasi tas 2. pantu;

ta ka minéta direktiva prasa, lai baribas oficialas kontroles
veiktu, izmantojot Kopienas metodes paraugu nemsanai un
analizei, lai parbauditu atbilstibu prasibam, kas rodas saskana
ar noteikumiem, kuri izklastiti normativajos un administrati-
vajos aktos, kas attiecas uz baribas kvalitati un sastavu;

ta ka Komisijas 1971. gada 15. janija Direktiva 71/250/EEK (3
un 1971. gada 18. novembra Direktiva 71/393/EEK () jau ir
noteikusi vairakas Kopienas analizu metodes; ta ka, nemot véra
turpmakaja darba giitos panakumus, batu japienem tresais
metozu kopums;

ta ka $aja direktiva paredzétie pasakumi ir saskana ar Baribas
pastavigas komitejas atzinumu,

IR PIENEMUSI SO DIREKTIVU.

1. pants

Dalibvalstis prasa, lai analizes baribas oficialajam kontrolem
attieciba uz to cietes saturu, kopproteinu, ar pepsinu un sals-
skabi izskidinamo kopproteinu, brivo un kopéjo gosipolu un
pepsina aktivitati tiktu veiktas, izmantojot metodes, kas aprak-

stitas §is direktivas I pielikuma.

Visparigie noteikumi, kas izklastiti Komisijas 1971. gada
15. junija Pirmas Direktivas 71/250/EEK pielikuma 1. dala
(levada), kura noteiktas Kopienas analizu metodes baribas ofici-
alajai kontrolei, ir piemérojami s direktivas I pielikuma aprak-
stitajam metodém.

() OVL 170, 3.8.1970., 2. Ipp.
() OVL 155,12.7.1971., 13. lpp.
() OVL 279,20.12.1971., 7. lpp.

2. pants

Dalibvalstis prasa, lai analizes baribas oficialajai kontrolei ar
mérki noteikt un identificét tetraciklina grupas antibiotikas un
arT noteikt hlortetraciklina, oksitetraciklina, tetraciklina, olean-
domicina, tilozina un virginiamicina limeni bariba, veiktu,
izmantojot §is direktivas Il pielikuma aprakstitas metodes.

Visparigie noteikumi, kas izklastiti Komisijas 1971. gada
15. junija Pirmas Direktivas 71/250/EEK pielikuma 1. dala
(levada), izpemot tos, kas attiecas uz paraugu sagatavoSanu
analizei, ir piemérojami $§is direktivas II pielikuma apraksti-
tajam metodém.

3. pants
Dalibvalstis velakais lidz 1973. gada 1. jalijam stajas speka
normativi un administrativi akti, kas vajadzigi, lai izpilditu $is
direktivas prasibas. Par to tas nekavéjoties informé Komisiju.

4. pants

$i direktiva ir adreséta dalibvalstim.

Brisele, 1972. gada 27. aprili
Komisijas varda —
priekssedetajs
S. L. MANSHOLT
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I PIELIKUMS

1. CIETES NOTEIKSANA
Polarimetriska metode

1. Merkis un pieméroSanas joma

Si metode dod iespéju noteikt bariba cietes un augstmolekularas cietes noardisanas produktus, iznemot to baribu,
kas satur biesu graizijumus, biesu mikstumu, Zavétas bieSu augidalas vai lapas, kartupelu izspaidas, sauso raugu,
inulinu saturodus produktus (piem., topinambiiru graizijumus vai miltus) vai dradzus jeb gribas.

2. Princips

Metode ietver divas noteikSanas. Pirmaja noteikSana karstu paraugu apstrada ar atkaiditu salsskabi. Péc dzidri-
nasanas un filtréSanas polarimetriski izméra skiduma optisko griesanas spé&ju.

Otraja noteik3ana paraugu ekstrahé ar 40 % etilspirtu. P&c filtrata paskabinasanas ar salsskabi, dzidrinasanas un filtr-
Sanas tapat ka pirmaja noteik3ana izméra optisko grieSanas spéju.

No abu mérijumu starpibas, pareizinot ar zinamu koeficientu, iegiist parauga cietes saturu.

3. Reagenti
3.1. 25 % (masajmasa) salsskabe, d = 1,126.
3.2. 1,128 % (masaltilp.) salsskabe.

Koncentracija ir japarbauda, titrgjot 0.1 % (masa/tilp.) metilsarkana skiduma 94 % etilspirta klatbitné ar 0,1 N
natrija hidroksida skidumu. 10 ml = 30,94 ml 0,1 N NAOH.

3.3. Kareza $kidums I: 21,9 g cinka acetata Zn(CH,COO),2H,0 un 3 g ledus etikskabes izskidina Gideni. Uzpilda
ar tdeni lidz 100 ml.

3.4. Kareza skidums II: 10,6 g kalija ferocianida K,[Fe(CN),]-3H,0 izskidina tideni. Uzpilda ar Gdeni lidz 100 ml.

3.5. 40 % (tilp.[tilp.) etilspirts, d = 0,948 pie 20 °C.

4. Aparatiira
4.1. 250 ml koniska kolba ar standarta pieslipétu pievienojumu un atteces dzesinataju.

4.2. Polarimetrs vai saharimetrs.

5. Darba gaita

5.1. Parauga sagatavoSana

Paraugu sasmalcina, lidz tas ir pietickami smalks, lai izietu caur sietu ar 0,5 mm apaJam acim.

5.2. Kopejas optiskas griesanas (P vai S) noteikSana (sk. 7.1. piezimi)

Nosver 2,5 g sasmalcinata parauga ar precizitati [idz tuvakajam mg un ievieto 100 ml mérkolba. Pievieno
25 ml salsskabes (3.2.), krata, lai analiz&jamais paraugs vienmérigi sadalitos, un pievieno vél 25 ml salsskabes
(3.2.). Iegremdeé kolbu verdosa tidens vanna, pirmas tris mintes energiski un nepartraukti kratot, lai novérstu
aglomeratu veido3anos. Udens daudzumam tidens vanna jabiit pietieckamam, lai vanna turpinatu varities, kad
taja ieliek kolbu. Kolbu no vannas nedrikst iznemt, kad ta tiek kratita. Precizi péc 15 minatém kolbu iznem
no vannas, pievieno 30 ml auksta Gdens un talit atdzesé lidz 20 °C.

Pievieno 5 ml Kareza $kiduma I (3.3.) un vienu mindati krata. Péc tam pievieno 5 ml Kareza skiduma II (3.4.)
un vélreiz vienu mindti krata. Uzpilda ar ddeni lidz zimei, homogenizé un filtré. Ja filtrats nav pilnigi dzidrs
(kas notiek reti), atkarto noteiksanu, izmantojot lielaku Kareza $kiduma I un $kiduma I daudzumu, pieméram,
10 ml
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6.

5.3.

Ar polarimetru vai saharimetru izméra $kiduma optisko griesanu 200 mm mégené.

Optiskas griesanas (P vai S) noteikSana 40 % etilspirta skistosam vielam

Nosver 5 g parauga ar precizitati lidz tuvakajam mg, ievieto 100 ml mérkolba un pievieno aptuveni 80 ml
etilspirta (3.5.) (sk. 7.2. piezimi). Atstaj kolbu 1 stundu istabas temperatiira. Saja laika sesas reizes energiski
sakrata ta, lai analiz&jamais paraugs labi sajauktos ar etilspirtu. Uzpilda ar etilspirtu (3.5.) lidz zimei, homoge-
nizé un filtré.

50 ml filtrata (= 2,5 g parauga) iepipeté 250 ml koniskaja kolba, pievieno 2,1 ml salsskabes (3.1.) un
energiski sakrata. Koniskajai kolbai uzliek dzesinataju un kolbu iegremdeé verdosa tidens vanna. Precizi péc 15
minitém izpem konisko kolbu no tdens vannas, saturu parnes 100 ml mérkolba, skalojot ar nelielu dau-
dzumu auksta @idens, un atdzesé lidz 20 °C.

[zmantojot Kareza $kidumu I (3.3.) un skidumu II (3.4.), dzidrina, uzpilda lidz zimei ar Gdeni, homogenizg,
filtré un izméra optisko grieanu, ka noradits 5.2. punkta otraja un tresaja dala.

Rezultatu aprekinasana

Cietes saturu parauga masas procentos aprékina 3adi:

6.1.

6.2.

Ar polarimetru izdaritajiem mérijumiem

cietes procenti = MZ_P’)
la];
kur:
P = kopéja optiska griesanas sp¢ja lenka grados,
P’ = optiska griesanas spé&ja lenka grados vielam, kas kist 40 % etilspirta,
[a]ﬁo = ftiras cietes Tpatnéja optiska griesanas sp&ja 20° C. $a koeficienta parasti pienemtie lielumi ir 3adi:
+ 185,9° risa cietei,
+ 195,4° kartupelu cietei,
+ 184,6° kukuriizas cietei,

+ 182,7°: kviesu cietei,
+ 181,5% miezu cietei,
+ 181,3°: auzu cietei,

+ 184,0% citu veidu cietei, ka ari kombinétas baribas cieSu maisijumiem.

Ar saharimetru izdaritiem mefjumiem

cietes procenti = 20(2)09 . (2N-0665) (S-S") _ 266N Eos -8)
100 [a];)

[a],

kur:

S = kopéja optiskas grieSanas spé&ja saharimetra grados,

N = 40 % etilspirta skistoso vielu optiskas grieSanas spéja saharimetra grados,

N = saharozes masa gramos 100 ml Gdens, kas pie biezuma 200 mm dod optiskas griesanas sp&ju

100 saharimetra gradu.
16,29 g francu saharimetriem,
26,00 g vacu saharimetriem,

20,00 g jauktiem saharimetriem.

[a;’ = (iras cietes ipatnéja griesanas spéja (sk. 6.1.).
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6.3. Atkartojamiba
Viena parauga rezultatu starpiba divas paralélas noteikSanas nedrikst parsniegt 0,4 péc absolita lieluma cietes
saturam, mazakam par 40 %, un 1 % péc relativa lieluma cietes saturam, ne mazikam par 40 %.

Piezimes

7.1. Ja paraugs satur vairak neka 6 % karbonatu, rékinot uz kalcija karbonatu, tie pirms kopéjas optiskas griesanas
noteikSanas ir jasadala, apstradajot ar precizi atbilstigu atSkaiditas sérskabes daudzumu.

7.2. Ja tados produktos ka piena pulveris vai vajpiena pulveris ir liels laktozes saturs, péc 80 ml etilspirta (3.5.)
pievienosanas rikojas $adi: Koniskajai kolbai uzlick atteces dzesinatdju un kolbu uz 30 minfitém iegremdé
tdens vanna pie 50 °C. Atstaj atdzist un turpina analizi, ka noradits 5.3. punkta.

2. KOPPROTEINA NOTEIKSANA

Meérkis un piemérosanas joma

Si metode dod iesp&ju parasta veida noteikt kopproteina saturu bariba, pamatojoties uz slapekla saturu, ko nosaka
ar Kjeldala metodi.

Princips

Paraugu kel mitra procesa. Skabo $kidumu pasarmina ar natrija hidroksida skidumu. Atbrivoto amonjaku atdestilé
un savac izmérita sérskabes daudzuma, kuras parakumu attitré ar natrija hidroksida skidumu.

Reagenti

3.1. Kalija sulfats, analizes kvalitates.

3.2. Katalizators: vara oksids CuO, analizes kvalitates, vai kristalizéts vara sulfats CuSO,-5H,0, analizes kvali-
tates, vai dzivsudrabs, vai dzivsudraba oksids HgO, analizes kvalitates.

3.3. Cinka granulas, analizes kvalitates.

3.4. Sérskabe, analizes kvalitates, d = 1,84.

3.5. Sérskabe, 0,1 N.

3.6. Sérskabe, 0,5 N.

3.7.  Metilsarkanais indikators. 300 mg metilsarkana izskidina 100 ml 95 lidz 96 % (tilp./tilp.) etilspirta.
3.8. Natrija hidroksida 40 % (masa/tilp.) skidums.

3.9. Natrija hidroksida 0,1 N skidums.

3.10. Natrija hidroksida 0,25 N skidums.

3.11. Natrija sulfida piesatinats skidums, analizes kvalitates.

3.12. Natrija tiosulfata Na,S,0, 5H,0 8 % (masa/tilp.) skidums, analizes kvalitates.

3.13. Granuléts pumeks, mazgats salsskabé un mineralizéts.

Aparatiira

Aparats Skel§anai un destilacijai péc Kjeldala metodes (sk. 7.1. piezimi).
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5.

Darba gaita

5.1.

5.2.

5.3.

5.4.

Skelsana

Nosver 1 g parauga ar precizitati lidz tuvakajam mg un ievieto $kel§anas aparata kolba. Pievieno 10 g kalija
sulfata (3.1.) un atbilstigu katalizatora (3.2.) daudzumu (0,3 lidz 0,4 g vara oksida vai 0,9 lidz 1,2 g vara
sulfata, vai pilienu dzivsudraba, vai 0,6 lidz 0,7 g dzivsudraba oksida), 25 ml sérskabes (3.4.) un dazas
pumeka (3.13.) granulas. Homogenizé. Kolbu sakuma silda léni, $ad tad pakratot, lidz masa ir karbonizéjusies
un pazudusas putas. Péc tam silda straujak, lidz skidrums nepartraukti varas. Jaizvairas parak stipri sakarsét
kolbas sanus, lai tiem nepieliptu organisko vielu dalinas. Kad skidrums kltst dzidrs un bezkrasains (vai gaisi
zal§, ja ir lietots varu saturo$s katalizators), turpina varit vél vienu stundu, péc tam atstdj atdzist.

Destilacija
Uzmanigi pievieno 250 - 350 ml ddens, visu laiku kratot, lidz sulfati pilnigi izskidusi. Atstaj atdzist.
Pievieno dazas cinka granulas (3.3.).

Destilacijas aparata uztvéréjkolba ielej precizi noméritu daudzumu - 25 ml 0,1 N (3.5)) vai 0,5 N (3.6.)
sérskabes, atkariba no paredzama slapekla satura (sk 7.2. piezimi) un pievieno dazus pilienus metilsarkana
indikatora skiduma (3.7.).

Pievieno kolbu destilacijas aparata dzesinatajam un iegremdé dzesinatdja galu uztvéréjkolba esosaja skidruma
vismaz 1 cm dziluma (sk. 7.3. piezimi). Kolba caur pilinamo piltuvi léni ielej 100 ml 40 % natrija hidro-
ksida $kiduma (3.8.). Ja ir izmantots dzivsudrabu saturo$s katalizators, pievieno ari 10 ml natrija sulfida
skiduma (3.11.) vai 25 ml natrija tiosulfata skiduma (3.12.).

Kolbu silda ta, lai 30 miniités pardestilétos aptuveni 150 ml $kidruma. $a laika posma beigas ar lakmusa
papiru parbauda pH iegiitajam destilatam. Ja reakcija ir baziska, destilaciju turpina. Destilaciju partrauc, kad
destilata reakcija ar lakmusa papiru ir neitrala. Destilacijas laika pastavigi véro krasu un laiku pa laikam
sakrata uztvérgjkolbas saturu. Ja Skidrums klast dzeltens, tdlit pievieno precizi noméritu 0,1 N (3.5.) vai
0,5 N (3.6.) sérskabes tilpumu.

AttitreSana
Uztvérgjkolba sérskabes parakumu attitré ar 0,1 N (3.9.) vai 0,25 N (3.10.) natrija hidroksida skidumu, atka-
riba no izmantotas sérskabes normalitates, lidz krasa klast bali dzeltena.

Metodes parbaude

Lai noteiktu, vai reagenti nesatur slapekli, izdara tuk§o méginajumu (destiléSanu un titréSanu) bez analizéjama
parauga. Lai parbauditu metodes precizitati, izdara analizi (SkelSanu, destiléSanu un titré$anu) ar 1,5 - 2,0 g
analizes kvalitates acetanilida 1 g slapekli nesaturosas saharozes klatbatné. 1 g acetanilida patére
14,80 ml 0,5 N sérskabes.

Rezultatu aprekinasana

Nosaka patérétas sérskabes tilpumu. 1 ml 0,1 N sérskabes atbilst 14 mg slapekla. Slapekla daudzumu reizina ar
koeficientu 6,25. Rezultatu izsaka ka procentus no parauga svara.

Atkartojamiba

Viena parauga rezultatu starpiba divas paralélas noteik3anas nedrikst parsniegt:

— 0,2 péc absolita lieluma kopproteina saturam, mazakam par 20 %,

— 1,0 % péc relativa lieluma kopproteina saturam, ne mazakam par 20 % un ne liclakam par 40 %,

— 0,4 péc absolita lieluma kopproteina saturam, liclakam par 40 %,
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Piezimes

7.1. Var izmantot dazus apardtus, kuros ir vajadziga parlieSana starp SkelSanu un destilaciju. Ja 3adu aparatu
izmanto, parlieSana jaizdara uzmanigi, bez zudumiem.

7.2. Produktiem ar zemu slapekla saturu uztvérgjkolba ievietojamo 0,1 N sérskabes $kiduma daudzumu vajad-
zibas gadjjuma var samazinat lidz 10 ml vai 15 ml un uzpildit lidz 25 ml ar ddeni.

7.3. Ja destilacijas aparata kolba nav aprikota ar pilinamo piltuvi, natrija hidroksidu pievieno tiesi pirms kolbas
savienosanas ar dzesinataju, Skidrumu, ielejot 1éni gar dzesinatdja sieninam, lai $kidrums nesajauktos ar
skabes skidumu.

3. AR PEPSINU UN SALSSKABI IZSKIDINATA KOPPROTEINA NOTEIKSANA

Mérkis un piemérosanas joma

$i metode dod iesp&ju noteikt kopproteina dalu, kas noteiktos apstaklos izskidinata ar pepsinu un silsskabi. Ta ir
piemérojama visu veidu baribai.

Princips

Paraugu 48 stundas silda pie 40 °C pepsina salsskabes skiduma. Suspensiju nofiltré un slapekla saturu filtrata nosaka
saskana ar kopproteina noteiksanas metodi.

Reagenti

3.1. Salsskabe, d = 1,125.

3.2. Salsskabe, 0,075 N.

3.3. 2,0 vien./mg pepsins. Pepsina aktivitate ir definéta $a pielikuma 4. dala aprakstitaja metodg, un ta ir janosaka
saskana ar minéto metodi.

3.4. Aptuveni 0,2 % (masa/tilp.) svaigi pagatavota pepsina skiduma salsskabé (3.2.). Aktivitate: 400 vien. /L.
3.5. PretputoSanas emulsija (, piem., silikona emulsija).

3.6. Visi reagenti, kas uzskaititi kopproteina noteiksanas metodes 3. punkta.

Aparatiira
4.1. Udens vanna vai inkubators, noreguléts pie 40 + 1 °C.

4.2. Kjeldala skelsanas un destilacijas aparats.

Darba gaita

5.1. Skiduma sagatavosana (sk. 7.2. piezimi)

Nosver 2 g parauga ar precizitati lidz tuvakajam mg un ievieto 500 mérkolba. Pievieno 450 ml pepsina sals-
skabes skiduma (3.4.), kas iepricks uzsildits lidz 40 °C, un krata, lai novérstu aglomeratu veidosanos. Parlie-
cinas, ka suspensijas pH ir mazaks par 1,7. leliek kolbu Gdens vanna vai inkubatora (4.1.) un atstaj uz 48
stundam. Sakrata péc 8, 24 un 32 stundam. Péc 48 stundam pievieno 15 ml salsskabes (3.1.), atdzesé lidz
20 °C, uzpilda lidz zimei ar @ideni un nofiltré.

5.2. Skelsana

250 ml filtrata ielej destilacijas aparata kolba (4.2.). Pievieno $kelSanai vajadzigos reagentus, kas noraditi
kopproteina noteiksanas metodes 5.1. punkta otraja teikuma.
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Homogenizé un uzkarsé lidz virsanai. Ja veidojas putas, pievieno dazus pilienus pretputodanas emulsijas (3.5.).
Turpina energiski varit, lidz Gidens ir gandriz pilnigi iztvaicéts. Samazina sildiSanu un uzmanigi aizvada pédgjas
tdens pedas. Kad skidrums klast dzidrs un bezkrasains (vai gaisi zals, ja ir lietots varu satuross katalizators),
turpina varit vél vienu stundu. Atst3j atdzist.

5.3. DestileSana un titréSana

Rikojas, ka noradits kopproteinu noteik$anas metodes 5.2. un 5.3. punkta.

5.4. Tuksais meginajums

Izdara tuk$o méginajumu, izmantojot to pasu darba gaitu, bet bez analizéjama parauga.

Rezultatu aprekinasana

Atnem tuk$aja mégindjuma patérétas sérskabes daudzumu no analizéjama parauga patéréta sérskabes daudzuma.
1 ml 0,1 N sérskabes atbilst 14 mg slapekla.

Slapekla daudzumu reizina ar koeficientu 6,25. Rezultatu izsaka ka procentus no parauga svara.

Atkartojamiba

Viena parauga rezultatu starpiba divas paralélas noteik3anas nedrikst parsniegt:
— 0,4 péc absolita lieluma kopproteina saturam, mazakam par 20 %,
— 2,0 % relativo lielumu kopproteina saturam, ne mazakam par 20 % un ne lielakam par 40 %,

— 0,8 péc absoliita lieluma kopproteina saturam, liclakam par 40 %.

Piezimes
7.1. Ar 3o metodi iegiitajiem lielumiem nav tieSas saistibas ar Skel$anu in vivo.

7.2. Produkti ar ellas vai tauku saturu, kas parsniedz 10 %, vispirms ir jaatbrivo no taukiem, ekstrahgjot ar petrol-
gteri (v.40. lpp. lidz 60 °C).

4. PEPSINA AKTIVITATES NOTEIKSANA

Meérkis un piemérosanas joma

S1 metode dod iesp&ju noteikt aktivitati pepsinam, ko izmanto ar pepsinu un salsskabi izskidinata kopproteina
noteiksana.

Princips

Hemoglobinu apstrada ar pepsinu salsskabes vidé noteiktos apstaklos. Péc tam proteinu nehidrolizéto dalu izgulsné
trihloretikskabé. Filtratam pievieno natrija hidroksidu un Folina-Cikalteu (Folin-Ciocalteu) reagentu. Pie 750 nm
izméra §a skiduma optisko blivumu un atbilstigo tirozina daudzumu nolasa no kalibracijas liknes.

Definicija: Pepsina vienibu definé ka $a fermenta daudzumu, kas metodes pielietosanas apstaklos mindté atbrivo
hidroksiarilgrupu daudzumu, kuram, ickrasotam ar Folina-Cikalteu reagentu, ir optiskais blivums, kas atbilst vienam
mikromolam tirozina, kurs iekrasots tada pasa veida.
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3. Reagenti
3.1. Salsskabe, 0,2 N.
3.2. Salsskabe, 0,06 N.
3.3. Salsskabe, 0,025 N.
3.4. Trihloretikskabes 5 % (masaftilp.) skidums.
3.5. Natrija hidroksida 0,5 N skidums.

3.6. Folina-Cikalteu reagents. levieto 2 litru apaldibena kolba ar pieslipéta stikla standartpievienojumu 100 g
natrija volframata (Na,WO,,-2H,0), 25 g nitrija molibdata (Na,MoO,, 2H,0) un 700 ml ddens. Pievieno
50 ml fosforskabes (d = 1,71) un 100 ml koncentrétas salsskabes (d = 1.19). Pievieno kolbai atteces dzesi-
nataju, uzkarsé lidz virSanai un Skidumu léni vara 10 stundas.. Atstdj atdzist, atvieno atteces dzesinataju,
pievieno 175 g litija sulfata (Li,SO,, -2H,0), 50 ml ddens un 1 ml broma. Vara 15 mindtes, lai aizvaditu
parpalikuso bromu.

Atstdj atdzist, parnes $kidumu 1 1 mérkolba, uzpilda ar Gideni lidz zimei, homogenizé un filtré. Nedrikst palikt
zalgans krasojums. Pirms lietosanas atskaida vienu tilpumu reagenta ar diviem tilpumiem @dens.

3.7. Hemoglobina skidums Nosver hemoglobina daudzumu (aptuveni 2 g proteinu substrata, kas noteikts saskana
ar Ansona metodi), kas atbilst 354 mg slapekla (), un ievieto 200 ml kolba, kam ir pieslipéts standartpievie-
nojums. Pievieno dazus ml salsskabes (3.2.), savieno kolbu ar vakuumstikni un krata, lidz hemoglobins ir
pilnigi izskidis. Atvieno vakuumu un, kratot, pievieno salsskabi (3.2.), lai uzpilditu lidz 100 ml. Sagatavo tiesi
pirms lietosanas.

3.8. Standarta tirozina skidums. Iz3kidina salsskabé (3.1.) 181,2 mg tirozina un uzpilda lidz 1 I ar to pasu skabi
(izejas skidums). Nem 20 ml un atSkaida ar salsskabi (3.1.) lidz 100 ml. Sa skiduma 1 ml satur 0,2 mikro-
molus tirozina.

4. Aparatiira
4.1. Udens vanna, noreguléta uz 25 * 0,1 °C ar ultratermostatu.
4.2. Spektrofotometrs.

4.3. Hronometrs ar precizitati 1 sekunde.

4.4. pH metrs.

5. Darba gaita

5.1. Skiduma sagatavosana (sk. 7.1. piezimi)

Izskidina 150 mg pepsina 100 ml salsskabes (3.2.). Iepipeté 2 ml skiduma 50 ml mérkolba un uzpilda lidz
zimei ar salsskabi (3.3.). Ar pH metru izméritajam pH jabat 1,6 * 0,1. Kolbu iegremdé tidens vanna (4.1.).

5.2. Hidrolize

lepipeté mégené 5,0 ml hemoglobina skiduma (3.7.), uzsilda Gdens vanna lidz 25 °C, pievieno 1,0 ml pepsina
$kiduma, kas iegiits atbilstigi 5.1. punktam, un samaisa ar viena gala paresninatu stikla spiekiti apméram ar
10 kustibam uz prieksu un atpakal. Atstaj mégeni Gdens vanna pie 25 °C precizi 10 mindtes, skaitot no
pepsina skiduma pievienoSanas (ilgums un temperatiira ir stingri jaievéro). Pec tam pievieno 10,0 ml trihlore-
tikskabes skiduma (3.4.), kas ieprieks uzsildits lidz 25 °C, homogenizé un nofiltré caur sausu filtru.

5.3. Krasojuma attistiSana un optiskd blivuma meiisana

lepipeté koniskaja kolba 5,0 ml filtrata, pievieno 10,0 ml natrija hidroksida skiduma (3.5 un, visu laiku
kratot, pievieno 3,0 ml Folina-Cikalteu reagenta (3.6.). Péc 5 lidz 10 minttém ar spektrofotometru pie
750 nm nosaka $kiduma optisko blivumu 1 cm $@inas pret tdeni.

(") Nosaka slapekla saturu ar pusmikro Kjeldala metodi (teorétiskais slapekla saturs — 17,7 %).
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5.4.

5.5.

TukSais meginajums
Katrai noteiksanai izdara tuk$o méginajumu $adi:

lepipeté mégené 5,0 ml hemoglobina skiduma (3.7.), uzsilda ddens vanna (4.1.) lidz 25 °C, pievieno 10,0 ml
trihloretikskabes $kiduma (3.4.), kas ieprieks sasildits lidz 25 °C, homogenizé, péc tam pievieno 1,0 ml
pepsina $kiduma, kas iegiits saskana ar 5.1. punktu. Ar stikla spiekiti samaisa un atstaj mégeni Gidens vanna
(4.1.) precizi 10 mindtes. Homogenizé un filtré caur sausu filtru. Rikojas, ka noradits 5.3. punkta.

Kalibrésanas likne

levieto 50 ml koniskajas kolbas 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 un 5,0 ml alikvotas dalas tirozina $kiduma (3.8.), kas attie-
cigi atbilst 0,2, 0,4, 0,6, 0,8 un 1,0 mikromoliem tirozina. Seriju beidz ar salidzinasanas $kidumu, kura nav
tirozina. Tilpumus uzpilda lidz 5,0 ml ar salsskabi (3.1.). Pievieno 10,0 ml natrija hidroksida $kiduma (3.5.)
un, visu laiku kratot, pievieno 3,0 ml atskaidita Folina-Cikalteu reagenta (3.6.). [zméra optisko blivumu, ka
noradits 5.3. punkta pédéja teikuma. Uzzimé kalibracijas likni, atliekot optiskos blivumus pret tirozina dau-
dzumiem.

Rezultatu aprekinasana

No kalibrésanas liknes nolasa tirozina daudzumu mikromolos, kas atbilst krasaina skiduma optiskajam blivumam,
korigétam uz tukSo meéginajumu.

Pepsina aktivitati tirozina mikromolos uz mg minté pie 25 °C, aprékina péc formulas:

vienibas uz mg (vien./mg) = 032a
p
kur:
a = tirozina daudzums mikromolos, nolasits no kalibrésanas liknes,
p = pepsina daudzums, kas pievienots saskana ar 5.2. punktu.
Piezimes
7.1. Iz8kidinama pepsina daudzumam jabat tadam, lai galigajos fotometrijas mérjjumos iegiitu optisko blivumu
0,35 = 0,035.
7.2. Ar 3o metodi iegiitas divas vienibas uz mg atbilst 3,64 Ansona milivienibam uz mg (mikromoli tirozina/mg.

min. pie 35,5 °C) vai

36 400 komercvienibas/g (mikromoli tirozina/g 10 minités pie 35,5 °C).

5. BRIVA UN KOPEJA GOSIPOLA NOTEIKSANA

Meérkis un piemérosanas joma

Si metode dod iespé&ju noteikt briva gosipola, kopéja gosipola un kimiski radniecigu vielu limenus kokvilnas séklas,
kokvilnas séklu miltos un kokvilnas séklu rausos un kombinétaja bariba, kas satur §is vielas, ja to ir vairak par
20 ppm.

Princips

Gosipolu ekstrahé 3-amino-1-propanola klatb@itné ar 2-propanola un heksana maisijumu briva gosipola noteiksanai
vai ar dimetilformamidu kopéja gosipola noteiksanai. Gosipolu ar anilinu parvér§ gosipoldianilina, kura optisko
blivumu méra pie 440 nm.
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Reagenti
3.1. 2-propanola-heksana maisjjums. Samaisa 60 tilpuma dalas analizes kvalitates 2-propanola ar 40 tilpuma dalam

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

heksana.

Skidinatajs A: 1 litra mérkolba ielej aptuveni 500 ml 2-propanola-heksina maisijuma (3.1.), 2 ml 3-amino-
1-propanola, 8 ml ledus etikskabes un 50 ml @idens. Uzpilda lidz zimei ar 2-propanola-heksana maisfjumu
(3.1.). Sis reagents ir stabils vienu nedélu.

Skidinatajs B: lepipeté 2 ml 3-amino-1-propanola un 10 ml ledus etikskabes 100 ml mérkolba. Atdzesé lidz
istabas temperatiirai un uzpilda lidz zimei ar N,N-dimetilformamidu. Sis reagents ir stabils vienu nedglu.

Anilins, analizes kvalitates. Ja tuksaja méginajuma optiskais blivums ir lielaks par 0,022, anilinu pardestilé virs
cinka putekliem, izmetot destilata pirmo un pédéo 10 % frakciju. Turot ledusskapi un briina, aizkorkéta
pudelg, is reagents ir glabajams vairakus ménesus.

Standarta gosipola $kidums A: levieto 250 ml mérkolba 27,9 mg gosipola acetata. Izskidina un uzpilda lidz
zimei ar skidinataju A (3.2.). lepipeté 50 ml 32 skiduma 250 ml mérkolba un uzpilda lidz zimei ar 3kidi-
natdju A. Sa gosipola $kiduma koncentracija ir 0,02 mg mililitra. Pirms lietoSanas atstaj uz vienu stundu

istabas temperatiira.

Standarta gosipola skidums B: levieto 50 mérkolba 27,9 mg gosipola acetata. Izskidina un uzpilda lidz zimei

ar skidinataju B (3.3.). Sa gosipola $kiduma koncentracija ir 0,5 mg mililitra.

Gosipola standartskidumi A un B paliek stabili 24 stundas, ja tos aizsarga no gaismas.

Aparatiira

4.1.

4.2.

Maisitajs (kratitajs): Aptuveni 35 apgr./min.

Spektrofotometrs.

Darba gaita

5.1.

5.2.

Analizegjamais paraugs

Analizéjama parauga lielums ir atkarigs no sagaidama gosipola satura parauga. Ir ieteicams stradat ar mazu
analizéjamo paraugu un relativi lielu filtrata alikvoto dalu, lai ar iegiito gosipola daudzumu bitu iesp&jami
precizi fotometrijas mérijumi. Briva gosipola noteiksanai kokvilnas seklas, kokvilnas seklu miltos un kokvilnas
seklu rausos analizgjamam paraugam nebitu japarsniedz 1 g. Kombinétas baribas paraugs var bat lidz 5 g.
Vairuma gadijumu piemérota ir 10 ml filtrata alikvota dala. Tai bitu jasatur 50 lidz 100 pg gosipola. Kopgja
gosipola noteiksanai analizéjamam paraugam batu jabit starp 0,5 g un 5 g, ta lai 2 ml filtrata alikvota daja
saturétu 40 pg lidz 200 pg gosipola.

Analize biitu jaizdara istabas temperatiira - aptuveni 20 °C.

Briva gosipola noteiksana

Analizéjamo paraugu ievieto 250 ml kolba ar pieslipétu kaklu, kuras dibens ir klats ar stikla drumslam. Ar
filtru un savac filtratu maza kolba ar pieslipétu kaklu. FiltréSanas laika piltuvi apklaj ar pulkstenstiklu. Iepipeté
identiskas filtrata alikvotas dalas, kas satur 50 pg lidz 100 pg gosipola, katra no divam 25 ml mérkolbam (A
un B), Vajadzibas gadijuma tilpumu uzpilda lidz 10 ml ar skidinataju A (3.2.). Péc tam A kolbas saturu
uzpilda Iidz zimei ar 2-propanola-heksana maistjumu (3.1.). So $kidumu izmanto ka salidzinaganas $kidumu,

pret kuru méra parauga skidumu.

lepipetz 10 ml skidinataja A (3.2.) katra no divam citam 25 ml mérkolbam (C un D). C kolbas saturu uzpilda
lidz zimei ar 2-propanola-heksana maisijumu (3.1.). So $kidumu izmanto ka salidzinasanas skidumu, pret kuru
méra tuksa méginadjuma skidumu.

Pievieno 2 ml anilina (3.4.) katra no kolbam (D un B). Silda 30 miniites virs varo$a fidens vannas, lai attistitu
krasu. Atdzesé lidz istabas temperatirai, uzpilda lidz zimei ar 2-propanola-heksana maisijumu (3.1.), homoge-
nizé un atstaj nostavéties vienu stundu.
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6.

5.3.

Ar spektrofotometru pie 440 nm nosaka optisko blivumu tuksa méginajuma skidumam (D), salidzinot ar sali-
dzinasanas $kidumu (C), un optisko blivumu parauga $kidumam (B), salidzinot ar salidzinasanas skidumu (A),
izmantojot 1 cm stikla $iinas.

Atpem tuk$a méginajuma Skiduma optisko blivumu no parauga skiduma optiska blivuma (= korigétais opti-
skais blivums). No §a lieluma aprékina briva gosipola saturu, ka noradits 6. punkta.

Kopéja gosipola noteiksana

Analizéjamo paraugu, kas satur 1 mg lidz 5 mg gosipola, ievieto 50 ml mérkolba un pievieno 10 ml skidi-
nataja B (3.3.). Vienlaikus sagatavo tukSo mégindjumu, ievietojot 10 ml 3kidinatagja B (3.3.) cita 50 ml
mérkolba. Abas kolbas silda 30 miniites virs varo$a tidens vannas. Atdzesé lidz istabas temperatiirai un abu
kolbu saturu uzpilda lidz zimei ar 2-propanola-heksana maisijumu (3.1.). Homogenizé un atstaj nostadinasanai
10 - 15 minites, p&c tam filtré un savac filtratus kolbas ar pieslipétiem kakliem.

lepipeté katra no divam 25 ml mérkolbam 2 ml parauga filtrata un iepipeté katra no divam citam 25 ml
mérkolbam 2 ml tuksa méginajuma filtrata. Pec tam katras sérijas vienas kolbas saturu uzpilda lidz 25 ml ar
2-propanola-heksana maisijumu (3.1.). Sos $kidumus izmanto ka standartskidumus.

Pievieno 2 ml anilina (3.4.) katra no divam paréam kolbam. Silda 30 mindtes virs varosa tidens vannas, lai
attistitu krasu. Atdzesé lidz istabas temperatiirai, uzpilda lidz 25 ml ar 2-propanola-heksana maisijumu (3.1.),
homogenizé un atstdj nostavéties vienu stundu.

Nosaka optisko blivumu, ka noradits 5.2. punkta attieciba uz brivu gosipolu. No 3a lieluma aprékina kopgja
gosipola saturu, ka noradits 6. punkta.

Rezultatu aprekinasana

Rezultatus var aprékinat vai nu no to ipatnéja optiska blivuma (6.1.), vai no kalibracijas liknes (6.2.).

6.1.

6.2.

No ipatngja optiska blivuma

Aprakstitajos apstaklos ipatnéjie optiskie blivumi ir 3adi:

brivam gosipolam: p 1% _ 65
1cm

kop@jam gosipolam: g 1% _ 600
1cm

Briva vai kopgja gosipola saturu parauga aprékina péc formulas:

. E-1250
gosipola % = B% p-a

1cm

kur:

E = korigétais optiskais blivums, noteikts saskana ar 5.2. punktu,
p = parauga iesvars g,

a = filtrata alikvota dala ml.

Aprekinasana no kalibreanas liknes
6.2.1. Brivs gosipols

Sagatavo divas sérijas 25 ml mérkolbu pa piecam meérkolbam katra. Katras sérijas mérkolbas ar pipeti
ievada attiecigi 2,0, 4,0, 6,0, 8,0 un 10,0 ml gosipola standartskiduma A (3.5.). Ar skidinataju A (3.2.)
uzpilda skidumus lidz 10 ml. Katru sériju pabeidz ar tukSo paraugu, kas 25 ml mérkolba satur tikai
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6.2.2.

Pirmas sérijas kolbas, ieskaitot tuk3o méginajumu, uzpilda ar heksanafizopropanola maisijumu (3.1.)
lidz zimei (salidzinasanas rinda).

Otras sérijas kolbas, ieskaitot tuk§o méginajumu, katra pievieno 2 ml anilina (3.4.). Péc tam krasas
attistiSanai 30 mindtes silda virs varo$a dens vannas, atdzesé lidz istabas temperatirai, uzpilda lidz
zimei ar heksanafizopropanola maisijumu (3.1.), sakrata un atstaj nostavéties 1 stundu (standarta rinda).

I[zméra standartrindas $kidumu ekstinkciju atbilstigi 5.2. punkta nosacijumiem, salidzinot ar atbilsti-
giem salidzinaSanas rindas $kidumiem. Uzzimé kalibracijas likni, kura atliek ekstinkcijas lielumus pret
gosipola daudzumiem g.

Kopéjais gosipols

Sagatavo seas 50 ml mérkolbas. Pirmaja iepipeté 10 ml skidinataja B (3.3.) un pargjas 2,0, 4,0 6,0 8,0
un 10,0 ml gosipola standartskiduma B (3.6.). Katras kolbas saturu ar $kidinataju B papildina lidz
10 ml, 30 minites silda virs varo$a Gidens vannas, atdzesé lidz istabas temperatiirai, uzpilda lidz zimei
ar izopropanola/heksana maisjjumu (3.1.) un sakrata.

Sos skidumus iepipeté pa 2 ml divas rinds pa sesam 25 ml mérkolbam. Pirmas rindas kolbas uzpilda
lidz zimei ar izopropanola/heksana maisijumu (3.1.) (salidzinasanas rinda).

Otras rindas kolbas katra pievieno 2 ml anilina (3.4.). Péc tam 30 mindtes karsé virs varosa tidens
vannas, atdzesé lidz istabas temperatiirai, ar izopropanola heksana maisijumu (3.1.), uzpilda lidz zimei,
sakrata un atstdj nostavéties 1 stundu (standartrinda).

[zméra standartrindas $kidumu ekstinkciju atbilstigi 5.2. punkta nosacijumiem, salidzinot ar atbilsti-
giem salidzinaSanas rindas $kidumiem. Uzzimé kalibracijas likni, kura atliek ekstinkcijas lielumus pret
gosipola daudzumiem g.

6.3. Atkartojamiba

Viena parauga divu paralélu noteiksanu rezultatu starpiba nedrikst parsniegt:

— ja gosipola saturs ir mazaks par 500 ppm — 15 relativos procentus,

— ja gosipola saturs ir 500 lidz 750 ppm — absolato lielumu - 75 ppm,

— ja gosipola saturs ir 750 ppm un vairak — 10 relativos procentus.
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II PIELIKUMS

1. TETRACIKLINA GRUPAS ANTIBIOTIKU NOTEIKSANA UN IDENTIFIKACIJA

Meérkis un piemérosanas joma

$i metode dod iesp&ju noteikt un identificét tetraciklina grupas antibiotikas bariba, kas satur vismaz 1 ppm anti-
biotiku, koncentratos un premiksos.

Princips

Paraugu ekstrahé ar metilspirta un salsskabes maisijumu. Ekstraktu un salidzinasanas $kidumus salidzinasanai
paklauj augsup ejoSai papira hromatografijai. Antibiotikas konstaté un identificg, salidzinot to Rf lielumus ar stan-
dartvielu Rf lielumiem péc fluorescences UV gaisma (ja ir liels antibiotiku saturs) vai péc bioautografijas uz agara
barotnes, kurai uzséts B. cereus.

Reagenti un barotne

3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

Buferskidums, pH 3,5

citronskabes monohidrats, analizes kvalitates, 10,256 g
dinatrija hidrogenfosfats Na,HPO,, analizes kvalitates 7,45 g
acetons, analizes kvalitates, 300 ml
destiléts tidens lidz. 1000 ml

Fosfata buferskidums, pH 5,5

kalija dihidrogenfosfats KH,PO,, analizes kvalitates, 130,86 g

dinatrija hidrogenfosfats Na,HPO, ,H,0, analizes 6,947 g
kvalitates
destiléts Gdens lidz 1000 ml

Eluents I:  Tira nitrometana/tira hloroforma/1,3-dihlor-2-propanola maisijums —20/10/1,5 tilpuma dalas -
jasagatavo tiesi pirms lietoSanas.

Eluents II:  Tira nitrometanaftira hloroforma/2-pikolina maisijums —20/10/3 tilpuma dalas - jasagatavo
tiesi pirms lietosanas.

Tira metilspirta/salsskabes (d = 1.19) maisjjums - 98/2 tilpuma dalas.

Salsskabe, 0,1 N.

Amonija hidroksids, d = 0,91.

Standartvielas: hlortetraciklins, oksitetraciklins, tetraciklins, kuru aktivitate ir izteikta, rékinot uz hidrohlori-
diem.

Mikroorganisms: B. cereus ATCC Nr. 11 778

Vecaku klona uzturéSana, sporu suspensijas pagatavosana un barotnes uzsé$ana: rikojas, ka noradits hlorte-
traciklina, oksitetraciklina un tetraciklina satura noteikSanas metodes ar difaziju agara 3.1. un 3.2. punkta,
kas ir aprakstita $a piclikuma 2. dala.
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3.10. Barotne (")

glikoze 1g
triptiskais peptons 10 g
galas ekstrakts 15 ¢
rauga ekstrakts 3 g
agars 20 g
destilets tdens lidz 1000 ml

Tiesi pirms lietosanas noregulé pH uz 5,8.

3.11. 0,1 % (masa/tilp.) 2,3,5-trifeniltetrazolija hlorida $kidums un 5 % (masa/tilp.) glikozes skidums.

4. Aparatiira

4.1. Augsupejosas papira hromatografijas aparits (papira augstums 25 cm), Slaihera (Schleicher) un Suela (Schuell)
papirs (2040B vai 2043B) vai lidzvértigs.

4.2. Centriftiga.
4.3. Inkubators, iereguléts uz 30 °C.
4.4. UV lampa fluorescences konstatéSanai.

4.5. Stikla plaksnes, aptuveni 20 x 30 cm, bioautografijai.

5.  Standartskidumi

5.1. Izejas Skidumi
Izmantojot salsskabi (3.6.) no standartvielam (3.8.) pagatavo $kidumus ar koncentracijam, kas atbilst 500 ng/
ml hlortetraciklina hidrohlorida, oksitetraciklina hidrohlorida un tetraciklina hidrohlorida.

5.2. Salidzinasanas skidumi konstateSanai UV gaisma
Atskaida $kidumus (5.1.) ar fosfata buferskidumu (3.2.), lai iegiitu $kidumus ar koncentracijam, kas atbilst
100 pg/ml hlortetraciklina hidrohlorida, oksitetraciklina hidrohlorida un tetraciklina hidrohlorida.

5.3. Salidzinasanas skidumi konstatéSanai ar bioautografiju
Atskaida $kidumus (5.1.) ar fosfata buferskidumu (3.2.), lai iegiitu $kidumus ar koncentracijam, kas atbilst
5 pg/ml hlortetraciklina hidrohlorida, oksitetraciklina hidrohlorida un tetraciklina hidrohlorida.

6.  Ekstrahésana

Ja paredzamais antibiotiku saturs ir mazaks par 10 ppm, tad var izmantot homogenizétu paraugu vai, sijajot atda-
lito, smalkako frakciju, jo antibiotikas atrodas galvenokart $aja frakcija.

Paraugu suspendé maisijuma (3.5.) un centrifugé. Supernatanta $kidrumu savac un izmanto tiesi vai vajadzibas
gadijuma atskaida ar maisijumu (3.5.), lai iegiitu antibiotiku koncentracijas aptuveni 100 pg/ml (6.1.) un 5 pg/ml
(6.2).

7. KonstatéSana un identificéSana

7.1. Hromatografija

legremdé papiru buferskiduma ar pH 3,5 (3.1.). Aizvada licko kidrumu, nospiezot papiru starp sausa filtrpa-
pira loksném. Péc tam uz papira uzliek 0,01 ml tilpumus salidzinasanas skidumu (5.2. un 5.3.) un ekstraktu
(6.1. un 6.2.). Lai panaktu labu sadaliSanu, jabat pareizam papira mitruma saturam, vajadzibas gadijuma to
atstaj nedaudz pazavéties.

() Var izmantot jebkuru tirdznieciba eso$u lidziga sastava barotni, kas dod tadus pasus rezultatus.
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7.2.

7.3.

7.4.

Attista ar augSupejoso hromatografiju. Konstaté$anai ar bioautografiju izmanto eluentu I (3.3.) un konstat-

1 stunda 30 mindites), hromatografé$anu partrauc un papiru izzave.

Konstatesana UV gaisma

Ja antibiotiku Iimenis ir lielaks par 1 pgfem?, tad péc hromatogrammas apstrades ar amonjaka tvaikiem
(3.7.) UV spuldzes (4.4.) starojuma ir redzami zeltdzelteni fluorescéjosi plankumi.

Konstatesana ar bioautografiju

lelej barotni (3.10.), kura iepriek$ uzséta ar B. cereus (3.9.), stikla 3kivjos (4.5.) un uzliek papiru uz barotnes.
Péc 5 mini@iu saskares nopem papiru un uzliek to citam plankumam barotné, kur papirs paliek inkubacijas
perioda laika. Inkubé vienu nakti pie 30 °C. Ja ir klat tetraciklina grupas antibiotika, dulkainaja barotné
paradas gaisas kavésanas zonas.

Lai hromatogrammu fiksétu, uz papira péc inkubacijas iztvaicé skidumu (3.11.).

Identifikacija

Tetraciklinu grupas antibiotiku relativie Rf lielumi ir doti turpmak. Sie lielumi var nedaudz mainities atkariba
no papira kvalitates un ta mitruma satura.

Hlortetraciklins (CTC) 0,60
tetraciklins (TC) 0,40

oksitetraciklins (OTC) 0,20

4-Epi-CTC 0,15
4-Epi-TC 013
4-Epi-OTC 0,10

Epi-savienojumu antibiotiska aktivitate ir mazaka par parasto savienojumu antibiotisko aktivitati.

2. HLORTETRACIKLINA, OKSITETRACIKLINA UN TETRACIKLINA NOTEIKSANA

A. PEC DIFUZIJAS AGARA

Meérkis un piemérosanas joma

$i metode dod iespé&ju noteikt hlortetraciklina (CTC), oksitetracilina (OTC) un tetraciklina (TC) limenus bariba,
koncentratos un premiksos, ja klat ir vairak par 5 ppm. Saturu, kas mazaks par 5 ppm, var noteikt ar grafisko
interpolaciju.

Princips

Ja saturs ir 50 ppm vai mazaks, paraugu ekstrahé ar atskaiditu formamidu. Ja saturs ir lielaks par 50 ppm, to
CTC noteikSanai ekstrahé ar acetona, tidens un salsskabes maisijumu, un OTC un TC noteikSanai ekstrahé ar metil-
spirta un salsskabes maisijumu.

Ekstraktus péc tam atskaida un to antibiotisko aktivitati nosaka, izmérot CTC, OTC vai TC difﬁzyu agara barotné
ar B. cereus uzséjumu. Par difaziju liecina kavéSanas zonu veidosanas mikroorganisma klatbtitné. So zonu diametrs
ir tie$i proporcionals antibiotiku koncentracijas logaritmam.
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3. Mikroorganisms: B. cereus, ATCC Nr. 11.778

3.1.

3.2.

Vecaku klona uztureSana

Ar B. cereus uzsétu mégeni ar slipi novietotu agaru, kas pemts no barotnes (4.1.) bez metilenzilda un
borskabes, inkubé vienu nakti aptuveni 30 °C. Kultiru glaba ledusskapi un slipi novietoto agaru no jauna ar
to uzs€j reizi 14 dienas.

Sporu suspensijas pagatavosana

Baktérijas savac no slipi novietota agara mégenes (3.1.), izmantojot 2 - 3 ml fiziologiska skiduma (4.5.). Ar
$o suspensiju apséj Ri (Roux) kolbu, kas satur 300 ml barotnes (4.1.) bez metilenzila un borskabes ar agara
koncentraciju 2 - 4 %. Inkubé 3 - 5 dienas pie 28 - 30 °C, sporu veidoSanos parbauda mikroskopa, péc
tam savac sporas 15 mililitros etilspirta (4.6.) un homogenizé. Suspensija ir glabajama ledusskapi 5 ménesus

un ilgak.

Prick§méginajumos uz plaksném ar noteikSanas pamatbarotni (4.1.) nosaka uzsgjama materiala daudzumu,
kas dazadam izmantojamo antibiotiku koncentracijam dod iesp&ami lielakas kavésanas zonas, kas vél ir skai-
dras. Sis daudzums parasti ir starp 0,2 un 0,3 ml uz 1000 ml. Barotni apséj temperatiira starp 50 un 60 °C.

4. Barotne un reagenti

4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

Pamatbarotne noteiksanai ('):

glikoze 1g
triptiskais peptons 10 g
galas ekstrakts 1,5 ¢
rauga ekstrakts 3¢
agars, atkariba no kvalitates 10-20 g
Tween 80 1 ml

fosfata buferskidums pH 5,5 (4.2.) 10 ml

5 % (masa/tilp.) borskabes skidums 15 ml
0,5 % metilenzila skidums etilspirta 4 ml
destiléts Gidens lidz 1000 ml

Pirms lietoSanas noregulé pH 5,8.

Fosfata buferskidums, pH 5,5

kalija dihidrogenfosfats KH,PO,, analizes kvalitates, 130,86 ¢
dinatrija hidrogenfosfats Na,HPO, ,H,0, analizes kvali- 6,947 g
tates

destiléts tdens lidz 1000 ml

Fosfata buferskidums pH 5,5 atskaidits attieciba 1/10

Fosfata buferskidums, pH 8

kalija dihidrogenfosfats KH,PO,, analizes kvalitates, 1,407 g
dinatrija hidrogenfosfats Na,HPO, -H,O, analizes 57,539 g
kvalitates

destiléts tidens lidz 1000 ml

Sterils fiziologiskais skidums.
20 % (tilp./tilp.) etilspirts.

Salsskabe, 0,1 N.

() Var izmantot jebkuru tirdznieciba eso$u lidziga sastava barotni, kas dod tadus pasus rezultatus.
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4.8. 70% (tilp./tilp.) formamids: Ppagatavo svaigu pirms lietosanas un noregulé pH 4,5 ar aptuveni 2 N
sérskabi.

4.9. Tira acetona/idens/salsskabes (d = 1,19) maisijums - 65/33/2 tilpuma dalas.

4.10. Tira metilspirta/salsskabes (d = 1,19) maisijums - 982 tilpuma dalas.

4.11. Standartvielas: hlortetraciklins, oksitetraciklins, tetraciklins, kuru aktivitate ir izteikta, rékinot uz hidrohlori-
diem.

Standartskidumi

5.1. Hlortetraciklins

5.2.

5.3.

Izmantojot salsskabi (4.7.), no standartskiduma (4.11.) pagatavo izejas $kidumu ar koncentraciju, kas atbilst
500 pg/ml hlortetraciklina hidrohlorida. Sis skidums ir glabajams ledusskapi vienu nedélu.

No 3a izejas $kiduma pagatavo darba $kidumu S; ar koncentraciju, kas atbilst 0,2 pg/ml hlortetraciklina
hidrohlorida. Atskaidianu izdara ar fosfata buferskidumu pH 5,5, kas ir at3kaidits attieciba 1/10 (4.3.) un
kam ir pievienots 0,01 % amidmelna.

Péc tam secigu atSkaidiSanu gaita (I + 1), izmantojot buferskidumu (4.3.), pagatavo $adas koncentracijas:

S, 0,1 pg/ml
S, 0,05  pg/ml
S, 0,025 pg/ml

Oksitetraciklins

Rikojoties, ka noradits 5.1. punkta, no izejas skiduma ar koncentraciju, kas atbilst 400 pg/ml oksitetraciklina
hidrohlorida, pagatavo standarta darba skidumu S, kas satur 1,6 pg/ml oksitetraciklina hidrohlorida, un
pagatavo $adas koncentracijas:

S, 0,8 pg/ml
S, 0,4 pg/ml
S, 0,2 pg/ml

Tetraciklins

Rikojoties, ka noradits 5.1. punktd, no izejas $kiduma ar koncentraciju, kas atbilst 500 pg/ml tetraciklina
hidrohlorida, pagatavo standarta darba skidumu Sg, kas satur 1,0 pg/ml tetraciklina hidrohlorida, un pagatavo
$adas koncentracijas:

S, 0,5 pg/ml
S, 0,25 pg/ml
S 0,125 pg/ml

EkstrahéSana

6.1.

Saturs 50 ppm vai mazak

Analizéjamam paraugam pievieno formamidu (4.8.) turpmak dotaja tabula noraditajos daudzumos. Ar krati-
taju krata 30 mindites. Tiilit p&c tam atSkaida ar fosfata buferskidumu (4.3.) saskana ar turpmak dotaja tabula
dotajiem noradijumiem, lai iegfitu koncentraciju Uy. Sa skiduma formamida koncentracija nedrikst parsniegt
40 %.

Centrifugé vai dekanté, lai iegfitu dzidru $kidumu. Péc tam secigu atskaidiSanu gaita (1 + 1), izmantojot
fosfata buferskidumu (4.3.), pagatavo koncentracijas U,, U, un U,.
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7.

6.2.

Antibiotika CTC OTC TC
Paredzamais saturs ppm 10 50 10 50 10 50
Parauga iesvars g 10 10 24 9,6 20 10
formamids ml (4.8.) 100 100 80 100 80 100
fosfata buferskidums atsk. atsk. 70 200 120 atsk.
(4.3) 1:5 1:25 1:5

V) ) V)
koncentracija U8 pg/ml 0,2 0,2 1,6 1,6 1,0 1,0

() Nem 20 ml ekstrakta un 100 ml mérkolba uzpilda ar fosfata buferskidumu lidz zimei.
(") Nem 4 ml ekstrakta un 100 ml mérkolba uzpilda ar fosfata buferskidumu lidz zimei.

Saturs lielaks par 50 ppm

6.2.1. Hlortetraciklins

Atkariba no paredzama antibiotiku satura parauga vai ta izgatavotdja garantijam 2 - 10 g analizé-
jama parauga pievieno 20 reizu lielaku tilpumu maisijuma (4.9.). Ar kratitdju krata 30 mindites.
Ekstrahéanas laika pH ir japaliek mazikam par 3; vajadzibas gadijuma pH vélreiz noregulé uz 3
(neorganiskiem maisijumiem izmanto 10 % etikskabi). Nem ekstrakta alikvotu dalu un, izmantojot
fosfata buferskidumu ar pH 8 (4.4.), noregulé pH uz 5,5 bromkrezola zala klatbitné (krasa mainas no
dzeltenas uz zilu). Atskaida ar fosfata buferskidumu pH 5,5, kas ir atskaidits attieciba 1/10 (4.3.), lai
iegtitu koncentraciju Uy (sk. 6.1.).

Péc tam secigu atskaidiSanu gaita (1 + 1), izmantojot fosfata buferskidumu (4.3.), pagatavo koncentra-

cijas U, U, un U,.

6.2.2. Oksitetraciklins un tetraciklins

Rikojas, ka noradits 6.2.1. punkta, izmantojot maisijuma (4.9.) vieta maisijumu (4.10.).

NoteikSanas metode

7.1.

7.2.

Barotnes apseSana

Noteikanai 50 - 60 °C temperatiira pamatbarotni (4.1.) apséj ar sporu suspensiju (3.2.).

Paplasu sagatavosana

Difiiziju agard izdara paplatés, izmantojot 4 standartskiduma koncentracijas (S, S,, S,, S,) un 4 ekstrakta
koncentracijas (Uy, U,, U,, U,). Cetras ekstrakta un standartskiduma koncentracijas ir jaievieto katra paplaté.

Tade] izvélas paplates, kas ir pietickami lielas, lai tajas agara barotné varétu izveidot vismaz 8 dobumus ar
10 - 13 mm diametru. Aprékina apsétas barotnes (7.1.) daudzumu, kas vajadzigs, lai nodrosinatu vienda-
bigu aptuveni 2 mm biezu parklajumu. Analizi vélams izdarit uz paplatém, kas sastav no plakana stikla
plaksném, kuras aprikotas ar pilnigi horizontalu aluminija vai plastmasas gredzenu ar 200 mm diametru un

20 mm augstumu.

Dobumos iepipeté antibiotiku $kiduma precizi noméritus daudzumus starp 0,10 un 0,15 ml, atkariba no

dobumu diametra.

Katram paraugam diftiziju atkarto vismaz 4 reizes ar katru koncentraciju, lai katra noteikSanas ietvertu 32
kavésanas zonu novértéjumu.
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7.3. Inkubacija

Paplates inkubé aptuveni 18 stundas pie 28 - 30 °C.

Noveértésana

Izméra kavéanas zonu diametru, vélams ar projicé$anu. Registré mérijumus uz puslogaritmiska papira, atliekot
koncentracijas logaritmu pret kavéSanas zonu diametru. Uzzimé standartskiduma un ekstrakta linijju. Ar nosaci-
jumu, ka nepastav traucéjumi, abas linijas ir paralélas.

Relativas aktivitates logaritmu aprékina, izmantojot 3adu formulu:

(U, + U, + U, + Ug-S; =S, -S, -S;) - 0,602
U, + Uy + S + S -Uy -U, =S, =S,

Faktiska aktivitate = paredzama aktivitate x relativa aktivitate.

Atkartojamiba

Starpiba starp viena parauga divu paralélu noteiksanu rezultatiem nedrikst parsniegt 10 % péc relativa lieluma.

B. AR TURBIDIMETRIJU

Meérkis un piemérosanas joma

S1 metode dod iesp&ju noteikt hlortetraciklina (CTC), oksitetracilina (OTC) un tetraciklina (TC) limenus, ja koncen-
tracijas ir lielakas par 1 g/kg ar nosacijumu, ka nepastav citu vielu traucgjosa iedarbiba, kas dulko ekstraktus. Si
metode ir atraka neka diftizija agara.

Princips

CTC noteikSanai paraugu ekstrahé ar acetona, tidens un salsskabes maisijumu, bet OTC un TC noteikSanai to
ekstrahé ar metilspirta un salsskabes maisijumu.

Ekstraktus péc tam atSkaida un to antibiotisko ietekmi nosaka, mérot gaismas caurlaidibu barotnei, kura uzséts stap-
hylococcus aureus un kura pievienota antibiotika. Gaismas caurlaidiba ir atkariga no antibiotiku koncentracijas.

Mikroorganisms: Staphylococcus aureus K 141 (')

3.1. Vecaku klona uzturéSana

Ar S. aureus apsétu mégeni ar slipi novietotu agaru, kas nemts no barotnes (4.1.), kurai pievienots 1,5 - 3 %
agara (atkariba no kvalitates), inkubé vienu nakti 37 °C temperattra. Kultiru glaba ledusskapi un slipi novie-
toto agaru no jauna ar to apséj reizi 4 nedélas. Vienlaikus sagatavo subkultiiras lietosanai laboratorija.

3.2. Uzsejuma sagatavoSana

24 stundas pirms lietoSanas slipi novietoto agaru apsgj ar subkultiiru un inkubé vienu nakti pie 37 °C. Visu
mégené ar agaru suspendéto kultiiru suspendé aptuveni 2 ml pamatbarotné (4.1.), péc tam sterilos apstak]os
suspensiju parnes aptuveni 100 ml tas pasas pamatbarotnes (4.1.). Udens vanna inkubé pie 37 °C, lidz klona
augSana ieiet logaritmiska faze (1 stunda 30 minites lidz 2 stundam).

(") Amidmelno izmanto, lai padaritu redzamas standartskidumu kavéSanas zonas (zili gredzeni).
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4. Barotne un reagenti

4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

Pamatbarotne noteiksanai (')

peptons 5¢
rauga ckstrakts 15¢
galas ekstrakts 15 ¢
natrija hlorids 35¢g
glikoze 10 g
kalija dihidrogenfosfats KH,PO,, analizes kvalitates 132 g
dikalija hidrogenfosfats K,HPO, analizes kvalitates 3.68 g
destiléts tdens lidz 1000 ml

pH péc sterilizacijas 6,8 lidz 7,0.

Fosfata buferskidums, pH 4,5

kalija dihidrogenfosfats KH,PO,, analizes kvalitates 13,6 g
destiléts tdens lidz 1000 ml

Salsskabe, 0,1 N.

Tira acetona/iidens/salsskabes (d = 1,19) maisijums - 65/33/2 tilpuma dalas.
Tira metilspirta/salsskabes (d = 1,19) maisijums - 98/2 tilpuma dalas.
Aptuveni 10 % (masa/tilp.) formaldehida skidums.

Standartvielas: hlortetraciklins, oksitetraciklins, tetraciklins, kuru aktivitate ir izteikta, rékinot uz hidrohlori-
diem.

5. Standartskidums

Izmantojot salsskabi (4.3.), no standartskiduma (4.7.) pagatavo izejas Skidumu ar koncentraciju, kas atbilst 500 pg/
ml CTC-HCl, OTC-HCl vai TC-HC. Sis $kidums ir glabajams ledusskapi vienu nedéju.

6. EkstrahéSana

6.1.

6.2.

Hlortetraciklins

200 vai 250 ml mérkolba ievieto 1 lidz 2 g analizéjama parauga. Pievieno aptuveni 100 ml maisijuma (4.4.)
un ar kratitaju krata 30 mindtes. Ar fosfata buferskidumu pH 4,5 (4.2.) uzpilda lidz zimei. Homogenizé un
atstaj nostaties.

Oksitetraciklins un tetraciklins
200 vai 250 ml mérkolba ievieto 1 lidz 2 g analiz&jama parauga. Pievieno aptuveni 100 ml maisijuma (4.5.)

un ar kratitaju krata 30 mindtes. Ar fosfata buferskidumu pH 4,5 (4.2.) uzpilda lidz zimei. Homogenizé un
atstaj nostaveéties.

7. Noteiksanas metode

7.1.

Ekstrakta standartserijas pagatavosana

Ar fosfata buferskidumu pH 4,5 (4.2.) at3kaida standartskidumu (5.) un ekstraktu (6.), lai iegfitu koncentraciju
sériju. Katrai noteiksanai no attiecigas koncentracijas uzzimé kalibrésanas likni, lai varétu interpolét vismaz
divus lielumus, kas attiecas uz ekstraktu. Atskaidijumus bitu jaizvélas saskana ar klona audzeSanas apstakliem,
kas dazadas laboratorijas var bt atskirigi. Darba gaita parasti ir $ada.

() Sis klons, ko izoléjusi LUFA Kil¢, aug atrak neka S. aureus ATCC 6538 P



326 Eiropas Savienibas Oficialais Véstnesis
7.1.1. Hlortetraciklins
Standartskidumu (5.) atskaida ar fosfata buferskidumu (4.2.), lai iegitu standarta darba skidumu ar
koncentraciju, kas atbilst 0,2 pg/ml CTC!!! error character !l B-HCl. Péc tam ar fosfata buferskidumu
(4.2.) mégenés, ka turpmak noradits, pagatavo 6 atSkaidijumus, katru atskaidijumu divos eksemplaros.
darba standartskiduma ml fosfata buferskiduma (4.2.) ml CTC-HClI koncentracija( pg/ml)
0,7 0,3 0,14
0,6 0,4 0,12
0,55 0,45 0,11
0,45 0,55 0,09
0,4 0,6 0,08
0,3 0,7 0,06
Ekstraktu (6.1.) atSkaida ar fosfata buferskidumu (4.2.), lai iegiitu paredzamo CTC!! error character !!!
B-HCl koncentraciju 0,12 pg/ml. Sa $kiduma 1 ml ievieto katra no 2 mégeném un katrd no 2 citam
mégeném ievada 0,75 ml (= 0,09png). Uzpilda abu pédéjo mégenu tilpumu lidz 1 ml ar fosfata bufe-
rskidumu (4.2.).
7.1.2. Oksitetraciklins un tetraciklins
Standartskidumu (5.) atSkaida ar fosfata buferskidumu (4.2.), lai iegfitu standarta darba Skidumu ar
koncentraciju, kas atbilst 0,6 pg/ml OTC-HCl vai TC-HCl. Péc tam ar fosfata buferskidumu (4.2.)
mégenés, ka turpmak noradits, pagatavo 7 atskaidijumus, katru atskaidijumu divos eksemplaros.
darba standartskiduma ml fosfata buferskiduma (4.2.) ml OTC-HC vai TC-HCl koncentraci-
ja( pg/ml)
0,9 0,1 0,54
0,8 0,2 0,48
0,7 0,3 0,42
0,6 0,4 0,36
0,4 0,6 0,24
0,3 0,7 0,18
0,2 0,8 0,12
Ekstraktu (6.2.) atskaida ar fosfata buferskidumu (4.2.), lai iegiitu paredzamo OTC-HCl vai TC-HCI
koncentraciju 0,48 pg/ml. $a skiduma 1 ml ievieto katra no divim mégeném un katrd no divam citam
meégeném ievieto 0,5 ml (= 0,24 pg). Uzpilda abu pédéjo mégenu tilpumu lidz 1 ml ar fosfata bufe-
rskidumu (4.2.).
7.2. Barotnes apsesana

7.3.

7.4.

Apsgj pamatbarotni noteiksanai (4.1.) ar uzs€jumu (3.2.), lai ar fotometru pie 590 nm iegiitu gaismas caurlai-
dibu 85 % 5 cm $tnai un 92 % caurlaidibu 2 cm $@nai, ja aparats ir noreguléts ta, lai 100 % caurlaidiba baitu
neapséta pamatbarotné (4.1.).

Apsesana

Katra mégené (7.1.1. vai 7.1.2.) ievieto 9 ml apsétas barotnes (7.2.). Mégenes ir japilda tiros, bet ne obligati
sterilos apstak]os.

Inkubacija

Inkubacija jaizdara Gdens vanna, kuras temperatfiru, maisot, uztur nemainigu - 37 * 0,1 °C. Izraudzitajam
inkubacijas periodam (parasti 2 stundas 30 minites lidz 3 stundas) jabat tadam, lai batu iesp&jams caurlaidibas
liknes uzzimét ar slipumiem, kas ir preciziem mérjjumiem pietickami. Péc tam augSanu partrauc, katra mégené
strauji iesmidzinot 1 ml formaldehida skidumu (4.6.).
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7.5. AugSanas merijumi
Ar fotometru pie 590 nm izméra caurlaidibu, noreguléjot aparatu uz 100 % caurlaidibu dzidrakajam standar-
tskidumam (kas atbilst lielakajam antibiotikas saturam). Ta ka dazadu mégenu uzraditas dulkainibas atskiribas
ir nelielas, baitu jaizmanto vismaz 2 cm $tnas, bet vélams 5 cm $iinas.

Rezultatu aprekinasana

Uz milimetru papira uzzimé kalibracijas likni, atliekot fotometrisko caurlaidibu pret antibiotiku koncentracijam.

Interpolé ekstrakta caurlaidibas lielumus uz liknes. Aprékina parauga antibiotikas saturu.

Atkartojamiba

Viena parauga divu paralélu noteiksanu rezultatu starpiba nedrikst parsniegt 10 % péc relativa lieluma.

3. OLEANDOMICINA NOTEIKSANA

- Péc difaizijas agara -

Meérkis un piemérosanas joma

ST metode auj noteikt oleandomicina saturu bariba, koncentritos un premiksos, kas satur vairak par 0,5 ppm
oleandomicina, ari tetraciklina grupas antibiotiku klatbitné.

Princips

Paraugu ekstrahé ar tri(hidroksimetilamino)metana at3kaiditu $kidumu metilspirta. Péc centrifugéSanas ekstraktu
atSkaida un ta antibiotisko aktivitati nosaka, izmérot oleandomicina difiiziju agara barotné ar B. cereus uzsgjumu.
Par diftiziju liecina kavé$anas zonu veidosanas mikroorganisma klatbiitné. So zonu diametrs ir tiesi proporcionals
antibiotiku koncentracijas logaritmam.

Mikroorganisms: B.cereus K 250 TR (!) (rezistents pret tetracikliniem)

3.1. Vecaku klona uzturesana

Ar B. cereus apsétu mégeni ar slipi novietotu agaru, kas nemts no barotnes (4.1.), kam pievienoti 100 pg oksi-
tetraciklina 5 ml, inkubé vienu nakti aptuveni 30 °C temperattira. Kultiiru glaba ledusskapi un slipi novietoto
agaru no jauna ar to apsgj reizi 4 nedélas.

3.2. Sporu suspensijas pagatavosana

Baktérijas savac no slipi novietota agara mégenes (3.1.), izmantojot aptuveni 3 ml fiziologiska skiduma (4.3.).
Ar $o suspensiju aps€j Ra (Roux) kolbu, kas satur 300 ml barotnes (4.1.), kuras agara koncentracija ir 3 -
4 %. Inkubé 3 lidz 5 dienas pie 28 - 30 °C, sporu veidosanos parbauda mikroskopa, péc tam savac sporas 15
mililitros etilspirta (4.4.) un homogenizé. Suspensija ir glabajama ledusskapi 5 ménesus un ilgak.

Priek§méginajumos uz plaksném ar noteikSanas pamatbarotni (4.2.) nosaka uzséjama materiala daudzumu, kas
dazadam oleandomicina koncentracijam dod iesp&jami lielakas kavésanas zonas, kuras vél ir skaidras. Sis dau-
dzums parasti ir starp 0,1 un 0,2 ml uz 1 000 ml. Barotni apséj 60 °C temperatiira.

() Var izmantot jebkuru tirdznieciba eso$u lidziga sastava barotni, kas dod tadus pasus rezultatus.
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Barotne un reagenti

4.1. Barotne vecaku klona uzturesanai ()

glikoze lg
triptiskais peptons 10 g
galas ckstrakts 15¢
rauga ekstrakts 3g
agars, atkariba no kvalitates 10-20 g
destiléts adens lidz 1000 ml

Tiesi pirms lietoSanas noregulé pH uz 6,5.

4.2. Pamatbarotne noteiksanai (%)
barotne (4.1.), noreguléta uz pH 8,8.
4.3. Sterils fiziologiskais skidums.
4.4. 20 % (tilp.[tilp.) etilspirts.
4.5. Tirs metilspirts.

4.6. Tri(hidroksimetilamino)metana, analizes kvalitates, 0,5 % (masa/tilp.) skidums.

4.7. Ekstrahésanas skidums

tirs metilspirts 50 ml
destiléts tidens 50 ml
tri(hidroksimetilamino)metans, 05¢g

analizes kvalitates

4.8. Standartviela: zinamas aktivitates oleandomicins.

Standartskidums

Standartvielu (4.8.) izskidina 5 ml metilspirta (4.5.) un atSkaida ar $kidumu (4.6.), lai iegiitu oleandomicina koncen-
traciju 100 pg/ml.

No 33 izejas $kiduma, atskaidot ar skidumu (4.6.), pagatavo standarta darba skidumu S, kas satur 0,1 pg/ml olean-
domicina. Péc tam secigu atskaidisanu gasita (1 + 1), izmantojot $kidumu (4.6.), pagatavo $adas koncentracijas:

S, 0,05 pg/ml
S, 0,025  pg/ml
S 0,0125 pg/ml

EkstrahéSana

Atkariba no paredzama oleandomicina satura paraugd 2 - 10 g analiz&ama parauga pievieno 100 ml skiduma
(4.7.) un krata 30 mindtes ar kratitaju.

Centrifuge, nem ekstrakta alikvotu dalu un atskaida ar skidumu (4.6.), lai iegtitu paredzamo oleandomicina koncen-
traciju 0,1 pg/ml (= Uy). Péc tam secigu atskaidisanu gaita (1 + 1), izmantojot skidumu (4.6.), pagatavo koncentra-
cijas U,, U, un U,.

(") Klonu izolgjusi LUFA Kile.
() Var izmantot jebkuru tirdznieciba eso$u lidziga sastava barotni, kas dod tadus pasus rezultatus.
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NoteikSanas metode

7.1. Barotnes apseésana

Noteikanas pamatbarotni (4.2.) 60 °C temperatiira apséj ar sporu suspensiju (3.2.).

7.2. Paplasu sagatavosana

Diftziju agara izdara paplatés, izmantojot 4 standartskiduma koncentracijas (Sy, S,, S,, S,) un 4 ekstrakta
koncentracijas (Ug, U,, U,, U)). Cetras ekstrakta un standartskiduma koncentracijas ir jaievieto katra paplate.

Tade] izvelas paplates, kas ir pietickami lielas, lai tajas agara barotné varétu izveidot vismaz 8 caurumus ar
10 - 13 mm diametru. Aprékina apsétas barotnes (7.1.) daudzumu, kas vajadzigs, lai nodroginatu viendabigu,
aptuveni 2 mm biezu parklagjumu. Analizi vélams izdarit uz paplatém, kuras sastav no plakana stikla
plaksném, kas aprikotas ar pilnigi horizontalu aluminija vai plastmasas gredzenu, kura diametrs ir 200 mm
un augstums 20 mm.

Dobumos iepipeté antibiotikas $kiduma precizi noméritus daudzumus starp 0,10 un 0,15 ml atkariba no
dobumu diametra.

Katram paraugam difaziju atkarto vismaz 4 reizes ar katru koncentraciju, lai katra noteik3ana ietvertu 32
kavésanas zonu novertgjumu.
7.3. Inkubacija

Paplates inkub¢& aptuveni 18 stundas pie 28 - 30 °C.

Noveértésana

Izméra kavéSanas zonu diametru, vélams ar projicéSanu. Registré mérjjumus uz puslogaritmiska papira, atliekot
koncentracijas logaritmu pret kavéSanas zonu diametru. Uzzimé standartSskiduma un ekstrakta kalibrésanas Iinijas.
Ar nosacijumu, ka nenotiek traucéana, abas linijas ir paralélas.

Relativas aktivitates logaritmu aprékina, izmantojot $adu formulu:

(Ui + U, + Uy + Ug -5 =S, -S, -S4) - 0,602
Uy, + Ug + Sy + Ss-Uy -U, =S =S,

Faktiska aktivitate = paredzama aktivitate x relativa aktivitate.

Atkartojamiba

Viena parauga divu paralélu noteiksanu rezultatu starpiba nedrikst parsniegt 10 % péc relativa lieluma.

4. TILOZINA NOTEIKSANA

- Péc difizijas agara -

Meérkis un piemérosanas joma

Si metode dod iesp&ju noteikt tilozina saturu bariba, koncentratos un premiksos, ja klat ir vairak par 2 ppm.

Princips

Paraugu apstrada ar pH 8 fosfata buferskidumu, kas ieprieks uzkarséts lidz 80 °C, un péc tam ekstrahé ar metil-
spirtu. Péc centrifugésanas ekstraktu atskaida un ta antibiotisko aktivitati nosaka, izmérot tilozina difiiziju agara
barotné ar Sarcina lutea uzs&jumu. Par diffiziju liecina kavésanas zonu veidosanas mikroorganisma klatbiitné. So
zonu diametrs ir tiesi proporcionals antibiotiku koncentracijas logaritmam.
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Mikroorganisms: Sarcina lutea ATCC Nr. 9341

3.1.

3.2.

Vecaku klona uzturésana

Ar Sarcina lutea apséj no barotnes (4.1.) nemta slipinata agara mégeni un noregulé pH uz 7,0. Inkubé vienu
nakti pie aptuveni 35 °C. Kultiiru glaba ledusskapi un slipi novietoto agaru no jauna ar to aps¢j reizi ménesi.

Bakteriju suspensijas pagatavosana

Baktérijas savac no nesen pagatavota slipi novietota agara mégenes (3.1.), izmantojot 2 - 3 ml fiziologiska
Skiduma (4.4.). Ar 3o suspensiju apséj Ri (Roux) kolbu, kas satur 250 ml barotnes (4.1.), kuras pH ir nore-
guléts uz 7,0. Inkubé 24 stundas pie 35 °C, péc tam savac baktérijas 25 ml fiziologiska skiduma (4.4.). Homo-
geniz€ un atskaida $o suspensiju, lai iegiitu aptuveni 75 % gaismas caurlaidibu pie 650 nm.

Glabajot ledusskapi, $o suspensiju var izmantot vienu nedélu.

Prick§méginajumos uz plaksném ar noteikSanas pamatbarotni (4.1.) nosaka uzséjama materiala daudzumu, kas
dazadam izmantojama tilozina koncentracijam dod iespjami lielakas kavésanas zonas, kas vél ir skaidras.

Barotni uzsgj 48 - 50 °C temperatiira.

Barotne un reagenti

4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

Noteiksanas pamatbarotne (')

glikoze 1g
triptiskais peptons 10 g
galas ckstrakts 15 ¢
rauga ekstrakts 3 g
agars, atkariba no kvalitates 10-20 g
destiléts tdens lidz 1000 ml

Tiesi pirms lietoSanas vecaku klona uzturéanai un baktériju suspensijas pagatavosanai noregulé pH uz 7,0,

bet noteik$anai pH noregulé uz 8,0.

Fosfata buferskidums, pH 8

kalija  dihidrogenfosfats KH,PO,, 0,523 g
analizes kvalitates,

dikalija  hidrogenfosfats K,HPO, 16,730 g
analizes kvalitates,

destiléts tidens lidz 1000 ml

Fosfata buferskidums, pH 7

kalija dihidrogenfosfats KH,PO,, analizes kvalitates,
dikalija hidrogenfosfats K,HPO, analizes kvalitates,

destiléts tidens lidz

Sterils fiziologiskais $kidums.
Tirs metilspirts.

40 % (tilp.[tilp.) metilspirts.

Fosfata buferskiduma (4.2.) maisijums ar tiru metilspirtu tilpumu attieciba 60/40.

Standartviela: zinamas aktivitates tilozins.

55¢
13,6 g
1000 ml

() Var izmantot jebkuru tirdznieciba eso$u lidziga sastava barotni, kas dod tadus pasus rezultatus.
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Standartskidumi

Standartvielu (4.8.) 3 stundas zavé vakuuma (5 mm dzivsudraba staba) Zavésanas skapi 60 °C temperatiira. lesver
mérkolba 10 - 50 mg, izskidina 5 ml metilspirta (4.5.) un $kidumu atskaida ar fosfata buferskidumu pH 7,0
(4.3.), lai iegtitu tilozina bazes koncentraciju 1 000 pg/ml.

No 32 izejas skiduma, atSkaidot ar maisijumu (4.7.), pagatavo standarta darba skidumu Sy, kas satur 2 pg/ml tilozina
bazes.

Péc tam secigu atskaidiSanu gaita (1 + 1), izmantojot maisijumu (4.7.), pagatavo $adas koncentracijas:

S, 1 pg/ml
S, 0,5 pg/ml
S 0,25 pg/ml

Ekstrahésana

Koncentratiem nem 10 g analizéjama parauga. Premiksiem un baribai nem 20 analizg§jama parauga. Pievieno
60 ml fosfata buferskidumu pH 8 (4.2.), kas ieprieks uzkarséts lidz 80 °C, un homogenizé 2 mindites (ar majsaim-
niecibas mikseri, Ultra Turrax utt.).

Atstdj nostavéties 10 mindites, pievieno 40 ml metilspirta (4.5.) un homogenizé 5 mindtes. Centrifugé ekstraktu,
alikvotu daju atskaida ar maisijumu (4.7.), lai ieglitu paredzamo tilozina koncentraciju 2 pg/ml (= Uy). Péc tam
secigu atskaidiSanu gaita (1 + 1), izmantojot $kidumu (4.7.), pagatavo koncentracijas U,, U, un U,.

Ja saturs ir mazaks par 10 ppm, rotacijas tvaicétaja pie 35 °C iztvaicé ekstraktu sausu un atlikumu izskidina 40 %
metilspirta (4.6.).

NoteikSanas metode

7.1. Barotnes apsesana
Noteiksanas pamatbarotni (4.1.) noregulé uz 8,0 un 48 - 50 °C temperatiird aps¢j ar baktériju suspensiju
(3.2).

7.2. Paplasu sagatavosana

Diftziju agara izdara paplatés, izmantojot 4 standartskiduma koncentracijas (S, S,, S,, S,) un 4 ekstrakta
koncentracijas (Ug, U,, U,, U)). Cetras ekstrakta un standart$kiduma koncentracijas ir jaievieto katra paplate.

Tadg] izvelas paplates, kas ir pietickami lielas, lai tajas agara barotné varétu izveidot vismaz 8 caurumus ar
10 - 13 mm diametru. Aprekina apsétas barotnes (7.1.) daudzumu, kas vajadzigs, lai nodrosinatu viendabigu
aptuveni 2 mm biezu parklajumu. Analizi vélams izdarit uz paplatém, kas sastav no plakana stikla plaksném,
kas aprikotas ar pilnigi horizontalu aluminija vai plastmasas gredzenu, kuram ir 200 mm diametrs un
20 mm augstums.

Dobumos iepipeté antibiotikas $kiduma precizi noméritus daudzumus starp 0,10 ml un 0,15 ml, atkariba no
dobumu diametra.

Katram paraugam diftziju atkarto vismaz 4 reizes ar katru koncentraciju, ta lai katra noteikSana ietvertu 32
kavésanas zonu novertgjumu.
7.3. Inkubacija

Paplates inkubg vienu nakti pie 35 - 37 °C.

Noveértésana
Izméra kavéSanas zonu diametru, vélams ar projicéSanu. Registré mérjjumus uz puslogaritmiska papira, atliekot
koncentracijas logaritmu pret kavéSanas zonu diametru. Uzzimé standartSkiduma un ekstrakta kalibrésanas linijas.

Ar nosacijumu, ka nenotiek traucé$ana, abas linijas ir paralélas.

Relativas aktivitates logaritmu aprékina, izmantojot $adu formulu:

(U, + U, + U, + Ug S, -S, -S, -Sg) - 0,602
Uy + Us + Si + S -Up U, =S, -5,

Faktiska aktivitate = paredzama aktivitate x relativa aktivitate.
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Atkartojamiba

Viena parauga divu paralélu noteiksanu rezultatu starpiba nedrikst parsniegt 10 % péc relativa lieluma.

5. VIRGINIAMICINA NOTEIKSANA

- Péc difiizijas agara -

Meérkis un piemérosanas joma

Si metode dod iespéju noteikt virginiamicina saturu bariba, koncentratos un premiksos, ja klat ir vairak par 2 ppm.

Princips

Paraugu ekstrahé ar “Tween 80" metanola $kiduma. Péc centrifugéSanas vai filtrésanas ekstraktu atskaida un ta anti-

c vitati " izmérot virginiamicina difazi . . e en
biotisko aktivitati nosaka, izmérot virginiamicina diftiziju agara barotné ar Sarcina lutea uzséjumu. Par diftziju
liecina kavésanas zonu veidosanas mikroorganisma klatbaitné. So zonu diametrs ir tiesi proporcionals antibiotiku
koncentracijas logaritmam.

Mikroorganisms: Sarcina lutea ATCC Nr. 9341

3.1. Vecaku klona uzturéSana

Ar S. lutea apsétu mégeni ar slipi novietotu agaru, kas nemts no barotnes (4.1.), inkubé vienu nakti aptuveni
35 oC temperatiira. Kultiiru glaba ledusskapi un slipi novietoto agaru no jauna ar to apsgj reizi 14 dienas.

3.2. Bakteriju suspensijas pagatavoSana

Baktérijas savac no nesen pagatavota slipi novietota agara mégenes (3.1.), izmantojot 2 lidz 3 ml fiziologiska
skiduma (4.3.). Ar 3o suspensiju apséj Ri (Roux) kolbu, kas satur 250 ml barotnes (4.1.). Inkubé 24 stundas
pie 35 °C, péc tam savac baktérijas 25 ml fiziologiska skiduma (4.3.). Homogeniz& un atskaida o suspensiju,
lai iegfitu aptuveni 75 % gaismas caurlaidibu pie 650 nm. Glabajot ledusskapi, So suspensiju var izmantot
vienu nedélu.

Priek§méginajumos uz plaksném ar noteikSanas pamatbarotni (4.1.) nosaka uzséjama materiala daudzumu, kas
dazadam izmantojama virginiamicina koncentracijam dod iespé&jami lielakas kavésanas zonas, kas vél ir skaid-
ras. Barotni apsgj 48 - 50 °C temperatiira.

Barotne un reagenti

4.1. Pamatbarotne noteiksanai (")

glikoze 1g
triptiskais peptons 10 g
galas ekstrakts 15¢
rauga ekstrakts 3¢g
agars, atkariba no kvalitates 10-20 g
destiléts tdens lidz 1000 ml

Tiesi pirms lieto3anas noregulé pH uz 6,5.

() Var izmantot jebkuru tirdznieciba eso$u lidziga sastava barotni, kas dod tadus pasus rezultatus.
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4.2. Fosfata buferskidums, pH 6

kalija  dihidrogenfosfats KH,PO,, 8,0 g
analizes kvalitates

dikalija  hidrogenfosfats K,HPO, 2,0 g
analizes kvalitates

destiléts tidens lidz 1000 ml

4.3. Sterils fiziologiskais skidums.

4.4. Tirs metilspirts.

4.5. Fosfata buferskiduma (4.2.) maisijums ar tiru metilspirtu tilpumu attieciba 80/20.
4.6. Aptuveni 0,5 % (masa/tilp.) “Tween 80" skidums metilspirta.

4.7. Standartviela: zinamas aktivitates virginiamicins.

5.  Standartskidumi

Pagatavo standartvielas (
atSkaidot ar maisijumu (
secigu atSkaidiSanu gaita (1

.7.) $kidumu metilspirta, kas satur 800 pg/ml virginiamicina. No $a izejas $kiduma,
.5.), pagatavo standarta darba $kidumu S,, kas satur 1 pg/ml virginiamicina. Péc tam
+ 1), izmantojot maisijumu (4.5.), pagatavo $adas koncentracijas:

4
4

S, 0,5 pg/ml
S, 0,25  pg/ml
S, 0,125 pg/ml

6. Ekstrahésana

6.1. Produkti, kuros virginiamicina saturs ir 50 ppm vai mazak

Nem 10 - 20 g analizéjama parauga, pievieno 100 ml $kiduma (4.6.) un krata 30 mindtes ar kratitaju.
Centrifugé vai filtré, nem 20 ml dzidra skiduma un rotacijas tvaicétaja iztvaicé sausu. Atlikumu izskidina
20 ml vai vairak maisijuma (4.5.), lai iegiitu paredzamo virginiamicina koncentraciju 1 pg/ml (= U,). Péc tam
secigu atkaidiSanu gaita (I + 1), izmantojot maisijumu (4.5.), pagatavo koncentracijas U,, U, un U,.

6.2. Produkti, kuros virginiamicina saturs ir lielaks par 50 ppm
Nem 1 - 10 g analizéjama parauga, pievieno 100 ml skiduma (4.6.) un krata 30 miniites ar kratitaju. Centri-

fugé vai filtré, péc tam atskaida ar maisijumu (4.5.), lai ieglitu paredzamo virginiamicina koncentraciju 1 pg/
ml (= Uy). P& tam pagatavo koncentracijas U,, U, un U,, ka noradits 6.1. punkta.

7. Noteiksanas metode

7.1. Barotnes apsesana

Pamatbarotni noteiksanai (4.1.) 50 - 60 °C temperatiira apsgj ar baktériju suspensiju (3.2.).

7.2. Paplasu sagatavosana

Diftziju agara izdara paplatés, izmantojot 4 standartskiduma koncentracijas (S,, S,, S,, S,) un 4 ekstrakta
koncentracijas (Uy, U,, U,, U,). Cetras ekstrakta un standartskiduma koncentracijas ir jaievieto katra paplaté.

Tade] izvelas paplates, kas ir pietiekami lielas, lai agara vidé varétu izveidot vismaz 8 dobumus ar diametru
10 - 13 mm. Aprékina tas uzséjamas barotnes daudzumu, kas vajadziga, lai nodrosinatu apméram 2 mm
dzilu vienmérigu parklajumu. Analizi vélams izdarit uz paplatém, kas sastav no plakana stikla plaksném, kuras
aprikotas ar pilnigi horizontalu aluminija vai plastmasas gredzenu ar 200 mm diametru un 20 mm
augstumu.
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Dobumos iepipeté precizi noméritus antibiotikas skiduma daudzumus starp 0,10 ml un 0,15 ml, atkariba no
dobumu diametra.

Katram paraugam difaziju atkarto vismaz 4 reizes ar katru koncentraciju, ta lai katra noteikSanas ietvertu 32
kavésanas zonu novertgjumu.

7.3. Inkubacija
Paplates inkub¢& aptuveni 18 stundas pie 28 - 30 °C.

Noveértésana

[zméra kavéSanas zonu diametru, vélams ar projicéSanu. Registré mérjjumus uz puslogaritmiska papira, atliekot
koncentracijas logaritmu pret kavéSanas zonu diametru. Uzzimé standartskiduma un ekstrakta kalibrésanas linijas.
Ar nosacijumu, ka nenotiek traucésana, abas linijas ir paralélas.

Relativas aktivitates logaritmu aprékina, izmantojot $adu formulu:

(U, + U, + U, + Ug-S; =S, =S, -Sg) - 0,602
U, + Ug + S + Sg-Uy -U, Sy =S,

Faktiska aktivitate = paredzama aktivitate x relativa aktivitate.

Atkartojamiba

Starpiba starp viena parauga divu paralélu noteik§anu rezultatiem nedrikst parsniegt 10 % péc relativa lieluma.



