
ATTĪRĪTS ŪDENS
Aqua purificata
H2O
Mr 18,02 
[7732-18-5]
DEFINĪCIJA
Ūdens tādu medikamentu izgatavošanai, kuriem nav jābūt steriliem un apirogēniem, ja vien nav noteikts un atļauts kas cits.
Nefasēts attīrīts ūdens
RAŽOŠANAS PROCESS
Nefasēts attīrīts ūdens tiek sagatavots ar destilācijas, jonu apmaiņas, apgrieztās osmozes vai ar citu piemērotu metodi no ūdens, kas atbilst kompetentās iestādes noteiktajām prasībām attiecībā uz cilvēku patēriņam paredzēto ūdeni.
Ražošanas un uzglabāšanas laikā ir jāveic atbilstoši pasākumi, lai nodrošinātu, ka kopējais aerobo dzīvotspējīgo šūnu skaits tiek pienācīgi kontrolēts un uzraudzīts.  Lai varētu konstatēt nevēlamas tendences, tiek noteikti atbilstoši kritisko vērtību un iedarbības limiti. Parastos apstākļos atbilstošs iedarbības limits ir kopējais dzīvotspējīgo šūnu skaits (2.6.12.) – 100 mikroorganismi mililitrā–, kuru nosaka ar membrānu filtrāciju, izmantojot agara barotni S un piecu dienu ilgu inkubēšanu 30-35 °C temperatūrā. Parauga lielums jāizvēlas atbilstoši paredzētajam rezultātam.
Turklāt tiek veikta kopējā organiskā oglekļa pārbaude (2.2.44.) ar robežvērtību 0,5 mg/l vai alternatīvi šāda oksidējamo vielu pārbaude: pie 100 ml pievieno 10 ml atšķaidītas sērskābes R un 0,1 ml 0,02 M kālija permanganāta un vāra 5 minūtes; šķīdumam jāpaliek gaiši rozā krāsā.
Elektrovadītspēja.  Elektrovadītspēju nosaka autonomi vai plūsmā, ievērojot turpmāk minētos nosacījumus.
APRĪKOJUMS
Elektrovadītspējas elements elektrovadītspējas noteikšanai šķīdumā:
—
no tāda piemērota materiāla kā nerūsējošais tērauds izgatavoti elektrodi;
—
elementa konstante – 2% robežās no dotās vērtības, kura noteikta, izmantojot sertificētu salīdzināšanas šķīdumu, kura elektrovadītspēja ir mazāka par 1500 μS/cm.
Konduktometrs: izšķirtspēja 0,1 μS • cm-1 zemākajā diapazonā.
Sistēmas kalibrēšana (elektrovadītspējas elements un konduktometrs):
—
attiecībā pret vienu vai vairākiem piemērotiem sertificētiem standartšķīdumiem;
—
precizitāte– 3% robežās no izmērītās elektrovadītspējas plus 0,1 uS-crrr1.
Konduktometra kalibrēšana: ar augstas precizitātes rezistoriem vai līdzvērtīgām ierīcēm pēc elektrovadītspējas elementa atvienošanas visos elektrovadītspējas mērīšanai un elementa kalibrēšanai izmantotajos diapazonos (ar precizitāti 0,1% robežās no noteiktās vērtības atbilstoši oficiālajam standartam). 
Ja plūsmā esošos elektrovadītspējas elementus nevar demontēt, sistēmas kalibrēšanu var veikt attiecībā pret kalibrētu elektrovadītspējas elementu, kas novietots tuvu līdzās kalibrējamam elementam ūdens plūsmā.
PROCEDŪRA
Izmēra elektrovadītspēju bez temperatūras kompensācijas, vienlaicīgi pierakstot arī temperatūru. Mērījumu ar temperatūras kompensāciju var izdarīt pēc atbilstošas validēšanas.
Pārbaudāmais ūdens atbilst prasībām, ja izmērītā elektrovadītspēja attiecīgajā temperatūrā nav lielāka par 0008.-1. tabulā doto vērtību.
0008.-1. tabula: Temperatūras un elektrovadītspējas prasības
	Temperatūra
(°C)
	Elektrovadītspēja
(μS/cm)

	0
	2.4

	10
	3.6

	20
	4.3

	25
	5.1

	30
	5.4

	40
	6.5

	50
	7.1

	60
	8.1

	70
	9.1

	75
	9.7

	80
	9.7

	90
	9.7

	100
	10.2


Attiecībā uz 0008.-1. tabulā neminētajām temperatūrām maksimālo pieļaujamo elektrovadītspēju aprēķina, veicot interpolāciju starp tuvāko zemāko un tuvāko augstāko vērtību tabulā.
Nefasēts attīrīts ūdens tiek uzglabāts un izplatīts tādos apstākļos, kas pasargā no mikroorganismu augšanas un novērš jebkādu citu piesārņošanos.
RAKSTURĪGAS ĪPAŠĪBAS
Izskats: dzidrs un bezkrāsains šķidrums.
pārbaudes
Nitrāti: maksimāli 0,2 ppm.
Iepildiet 5 ml pārbaudes mēģenē, kura iegremdēta ledus ūdenī, pievienojiet 0,4 ml kālija hlorīda R šķīduma (100 g/l), 0,1 ml difenilamīna šķīdumu R un pa pilienam maisot 5 ml slāpekli nesaturošas sērskābes R. Pārvietojiet mēģeni ūdens vannā 50 °C temperatūrā. Pēc 15 minūtēm jebkura zila krāsa šķīdumā nav intensīvāka par krāsu tai pašā laikā un tādā pašā veidā sagatavotā salīdzināšanas šķīdumā, kas iegūts no 4,5 ml nitrātus nesaturoša ūdens R un 0,5 ml nitrātu standartšķīduma (2 ppmNO3) R.
Alumīnijs (2.4.17): maksimāli 10 ppb, ja paredzētā izmantošana ir saistīta ar dialīzes šķīdumu ražošanu.
Norādītais šķīdums. Pie 400 ml pārbaudāmā ūdens pievieno 10 ml acetāta buferšķīduma pH 6,0 R un 100 ml destilēta ūdens R.
Salīdzināšanas šķīdums. Sajauc 2 ml alumīnija standartšķīduma (2 ppm Al) R, 10 ml acetāta buferšķīduma pH 6,0 R un 98 ml destilēta ūdens R.
Kontrolšķīdums. Sajauc 10 ml acetāta buferšķīduma pH 6,0 R un 100 ml destilēta ūdens R.
Smagie metāli (2.4.8.). maksimāli 0,1 ppm.
Ūdens vannā stikla ietvaicēšanas bļodā karsē 200 ml šķīduma, kamēr tilpums ir samazināts līdz 20 ml. 12 ml koncentrētā šķīduma atbilst pieļaujamības testam A. Sagatavo standartu, izmantojot 10 ml svina standartšķīdumu (1 ppm Pb) R.
Bakteriālie endotoksīni (2.6.14): mazāk par 0,25 IU/ml, ja paredzēts dialīzes šķīdumu izgatavošanai, kurus tālāk nav paredzēts atbilstoši apstrādāt, lai atdalītu bakteriālos endotoksīnus.
MARĶĒŠANA
 Vajadzības gadījumā uz etiķetes norāda, ka viela ir derīga dialīzes šķīdumu izgatavošanai. 
Attīrīts ūdens konteineros
DEFINĪCIJA
Nefasēts attīrīts ūdens, kas sapildīts un uzglabāts tādos apstākļos, kas nodrošina vajadzīgo mikrobioloģisko kvalitāti. Tas nesatur nekādas pievienotās vielas.
RAKSTURĪGAS ĪPAŠĪBAS
Izskats: dzidrs un bezkrāsains šķidrums.
pārbaudes
Tas atbilst prasībām, kas aprakstītas nodaļā „Nefasēts attīrīts ūdens”, un šādām papildu prasībām.
Skābums vai sārmainība. Pie 10 ml borsilikāta stikla kolbā tikko uzvārīta un atdzesēta ūdens pievieno 0,05 ml metilsarkanā šķīduma R. Šķīdums nekļūst sarkans.
Pie 10 ml pievieno 0,1 ml bromtimolzilā šķīduma R1. Šķīdums nekļūst zils.
Oksidējamās vielas. Pie 100 ml pievieno 10 ml atšķaidītas sērskābes R un 0,1 ml 0,02 M kālija permanganāta un vāra 5 minūtes. Šķīdums saglabā vāji rozā krāsu.
Hlorīdi. Pie 10 ml pievieno 1 ml atšķaidītas slāpekļskābes R un 0,2 ml sudraba nitrāta šķīduma R2. Šķīdums nemaina izskatu vismaz 15 minūtes.
Sulfāti. Pie 10 ml pievieno 0,1 ml atšķaidītas sālsskābes R un 0,1 ml bārija hlorīda šķīduma R1. Šķīdums nemaina izskatu vismaz 1 stundu.
Amonijs: maksimāli 0,2 ppm.
Pie 20 ml pievieno 1 ml sārmaina kālija tetrajodmerkurāta šķīduma R. Pēc 5 minūtēm pārbauda šķīdumu uz leju no mēģenes vertikālās ass. Šķīdums nav intensīvāk krāsots par standartu, kas sagatavots vienlaicīgi, pie 4 ml amonija standartšķīduma (1 ppm NH4) R un 16 ml amoniju nesaturoša ūdens R maisījuma pievienojot 1 ml sārmaina kālija tetrajodmerkurāta šķīduma R.
Kalcijs un magnijs. Pie 100 ml pievieno 2 ml amonija hlorīda buferšķīdumu pH 10,0 R, 50 mg mordant melnā 11 triturātu R un 0,5 ml 0,01 M nātrija edetātu. Rodas tīra zila krāsa.
Sausais atlikums: maksimāli 0,001 procenti.
100 ml ietvaicē ūdens vannā un izžāvē termostatā pie 100-105 °C. Sausā atlikuma svars nedrīkst pārsniegt 1 mg.
Mikrobioloģiskā tīrība. Kopējais dzīvotspējīgais aerobo šūnu skaits (2.6.12) nedrīkst pārsniegt 102 mikroorganismus mililitrā, kuru nosaka ar membrānu filtrāciju, izmantojot agara barotni B.
MARĶĒŠANA
 Vajadzības gadījumā uz etiķetes norāda, ka viela ir derīga dialīzes šķīdumu izgatavošanai. 
2.2.38. ELEKTROVadītspēja
Strāva I (ampēros), kas plūst vadītājā, ir tieši proporcionāla pieliktajam elektrodzinējspēkam E (voltos) un apgriezti proporcionāla vadītāja pretestībai R (omos):
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Šķīduma elektrovadītspēja (agrāk saukta par īpatnējo vadītspēju) (k) pēc savas definīcijas ir apgrieztais lielums īpatnējai pretestībai (ρ). Īpatnējā pretestība tiek definēta kā elektriskā lauka un strāvas blīvuma koeficients. Vadītāja ar šķērsgriezumu S (cm2) un garumu L (cm) pretestību R (() izsaka ar vienādojumu:
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Tādējādi: 
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kur L/S atbilst ideāla elementa konstantei.
Elektrovadītspējas mērvienība starptautiskajā sistēmā ir sīmenss uz metru (S/m). Praksē šķīduma elektrovadītspēju izsaka sīmensos uz centimetru (S/cm) vai mikrosīmensos uz centimetru (μS/cm). Īpatnējās pretestības mērvienība starptautiskajā sistēmā ir oms uz metru ((/m). Šķīduma īpatnējo pretestību parasti izsaka omcentimetros (( • cm). Ja nav noteikts citādi, elektrovadītspējas vai īpatnējās pretestības vērtība tiek norādīta 25 °C temperatūrā. 
Tālāk aprakstītā aparatūra un darbības procedūra ir piemērojama par 10 μS/cm lielākas elektrovadītspējas mērīšanai laboratorijā. Ūdens elektrovadītspējas mērīšana ir iztirzāta attiecīgajās monogrāfijās.
APRĪKOJUMS
Izmantojamais aprīkojums (elektrovadītspējas vai īpatnējās pretestības mērīšanas iekārtas) mēra pretestību šķidruma stabam, kas atrodas starp iegremdētās mērīšanas iekārtas (elektrovadītspējas elementu) elektrodiem. Uz aprīkojumu tiek padota maiņstrāva, lai izvairītos no elektrodu polarizācijas radītajiem efektiem. Aprīkojums ir apgādāts ar temperatūras zondi un temperatūras kompensēšanas ierīci.
Elektrovadītspējas elements satur 2 paralēlus platīna elektrodus, kas pārklāti ar oksidētu platīnu, un katra elektroda virsmas laukums ir S, bet attālums starp elektrodiem ir L. Parasti abi elektrodi ir ievietoti stikla caurulē. Var izmantot arī cita veida elementus.
 procedūra
Elementa konstantes noteikšana
Izvēlas elektrovadītspējas elementu, kas ir piemērots pārbaudāmā šķīduma īpašībām un vadītspējai. Jo augstāka ir paredzamā elektrovadītspēja, jo augstāka elementa konstante jāizvēlas (zemāks ρ). Parasti izmantojamo elektrovadītspējas elementu konstantes ir 0,1 cm-1, 1 cm-1 un 10 cm-1. Izmanto sertificētu atsauces materiālu, piemēram, kālija hlorīda šķīdumu, kas ir piemērots mērījumu izdarīšanai. Sertificēta atsauces materiāla elektrovadītspējas vērtībai jābūt tuvai paredzētajai pārbaudāmā šķīduma elektrovadītspējas vērtībai. Elementiem, kuru konstante ir 0,1 cm, var izmantot citus sertificētos atsauces materiālus.  Elementu vairākas reizes izskalo ar destilētu ūdeni R un vismaz divas reizes ar sertificētu atsauces materiālu, kuru izmanto, lai elektrovadītspējas elementam noteiktu elementa konstanti. 25 ± 1 °C temperatūrā izmēra elektrovadītspējas elementa pretestību, izmantojot sertificētu atsauces materiālu. Elementa konstante Kcell (cm-1) ir atkarīga no elektrovadītspējas elementa ģeometriskās formas, un tās vērtību aprēķina šādi:

[image: image5.wmf]CRM

CRM

cell

k

R

K

´

=


RCRM = izmērītā pretestība, izteikta megaomos,
kCRM  = izmantotā sertificētā atsauces materiāla šķīduma elektrovadītspēja, izteikta mikrosīmensos uz centimetru.
Izmērītajai elektrovadītspējas elementa konstantei Kcell jābūt 5% robežās no norādītās vērtības.
Ja elementa konstantes noteikšana ir veikta citā temperatūrā, kas atšķiras no sertificētajam atsauces materiālam norādītās temperatūras, elektrovadītspējas vērtību var aprēķināt šādi:
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KTCRM = sertificēta atsauces materiāla elektrovadītspējas vērtība,
T = temperatūra, kurā veikta kalibrācija,
TCRM = temperatūra, kas norādīta sertificētajam atsauces materiālam,
α = sertificētā atsauces materiāla elektrovadītspējas vērtības temperatūras koeficients; kālija hlorīda gadījumā α = 0,021.
Pārbaudāmā šķīduma elektrovadītspējas noteikšana
Pēc aparatūras kalibrēšanas ar sertificētu atsauces materiāla šķīdumu vairākas reizes izskalo elektrovadītspējas elementu ar destilētu ūdeni R un vismaz divas reizes ar pārbaudāmās vielas ūdens šķīdumu. Izdara secīgus mērījumus, kā aprakstīts monogrāfijā.
2.2.44. KOPĒJAIS ORGANISKAIS OGLEKLIS FARMACEITISKAI LIETOŠANAI PAREDZĒTĀ ŪDENĪ
Kopējā organiskā oglekļa (TOC) noteikšana ir netieša farmaceitiskai lietošanai paredzētā ūdenī esošo organisko vielu noteikšanas metode. TOC noteikšanu var izmantot, arī lai kontrolētu dažādus medikamentu ražošanas procesa posmus.
Ir dažādas pieņemamas metodes, kuras var izmantot TOC noteikšanai. Šajā vispārējā nodaļā nav noteikta kāda obligāti izmantojama metode, bet gan ir aprakstītas procedūras, kas tiek izmantotas, lai novērtētu izraudzīto metodi un interpretētu pieļaujamības testos iegūtos rezultātus. Standartšķīdumu atkarībā no mērījumu biežuma analizē piemērotos intervālos; šķīdumu pagatavo ar vielu, par kuru tiek uzskatīts, ka tā viegli oksidējas (piemēram, saharoze), tādā koncentrācijā, lai instrumenta mērījums atbilstu mērāmās vielas TOC robežvērtībai. Sistēmas piemērotību nosaka, analizējot šķīdumu, kas sagatavots ar vielu, par kuru tiek uzskatīts, ka tā oksidējas ar grūtībām (piemēram, 1,4-benzohinons).
Dažādu tipu iekārtām, ko izmanto TOC mērīšanai farmaceitiskai izmantošanai paredzētā ūdenī, mērķis ir kopīgs – pilnībā oksidēt organiskās molekulas parauga ūdenī, radot oglekļa dioksīdu, pēc tam izmērīt tā daudzumu un iegūto rezultātu izmantot oglekļa daudzuma noteikšanai ūdenī.
Izmantotajai iekārtai jāspēj atšķirt organisko un neorganisko oglekli; neorganiskais ogleklis paraugā atrodas karbonāta veidā.  Atšķirību var noteikt, vai nu izmērot neorganisko oglekli un atņemot iegūto vērtību no kopējās oglekļa vērtības, vai neorganisko oglekli no parauga iztvaicējot pirms oksidēšanas. Tvaicēšana var līdzi aizraut arī organiskās molekulas, bet šāds gaistošs organiskais ogleklis farmaceitiskai lietošanai paredzētajā ūdenī ir niecīgā daudzumā.
Iekārta. Izmanto kalibrētu instrumentu, kas uzstādīts vai nu plūsmā, vai autonomi. Pārbauda sistēmas piemērotību, pārbaudes veicot prasībām atbilstošos intervālos. Iekārtai jābūt ar ražotāja norādītu izšķirtspējas robežu, kas ir 0,05 mg oglekļa litrā vai zemāka.
TOC ūdens. Izmanto augstas tīrības pakāpes ūdeni, kas atbilst šādām specifikācijām:
—
elektrovadītspēja– ne lielāka par 1,0 μS/cm 25 °C temperatūrā,
—
kopējais organiskais ogleklis– ne vairāk kā 0,1 mg/l.
Atkarībā no izmantotās iekārtas tipa smago metālu un vara saturs var būt izšķirīgs. Jāievēro iekārtas ražotāja norādījumi.
Stikla trauku sagatavošana. Izmanto stikla traukus, kuri ir rūpīgi iztīrīti ar metodi, kas ļauj aizvākt visas organiskās vielas. Stikla trauku pēdējai skalošanai izmanto TOC ūdeni.
Salīdzināšanas šķīdums. Lai iegūtu šķīdumu, kas satur 1,19 mg saharozes litrā (0,50 mg oglekļa litrā), TOC ūdenī 105 °C temperatūrā 3 stundas šķīdina žāvētu saharozi R.
Testa šķīdums. Uzmanoties no iespējamās piesārņošanas, pārbaudāmo ūdeni savāc hermētiskā tvertnē, ko nepiepilda līdz pašai malai. Ūdens pārbaudi veic ar iespējami mazāko kavēšanos, lai mazinātu piesārņošanos no tvertnes un tās noslēga.
Sistēmas piemērotības šķīdums. TOC ūdenī izšķīdina 1,4-benzohinonu R, lai iegūtu šķīdumu, kura koncentrācija ir 0,75 mg 1,4-benzohinona litrā (0,50 mg oglekļa litrā).
TOC ūdens kontrole. Izmanto TOC ūdeni, kas iegūts tajā pašā laikā, kad tas, no kura pagatavo standartšķīdumu un sistēmas piemērotības šķīdumu.
Kontrolšķīdumi. Papildus TOC ūdens kontrolei sagatavo piemērotus kontrolšķīdumus vai citus šķīdumus, kādi nepieciešami bāzes līnijas iestādīšanai vai kalibrēšanai saskaņā ar iekārtas ražotāja norādījumiem; ar atbilstošo kontrolšķīdumu palīdzību iestāda iekārtas nulles līnijas vērtību.
Sistēmas piemērotība. Izmēra šādus šķīdumus un reģistrē to vērtības: TOC ūdens (rw ) standartšķīdums (rs);   sistēmas piemērotības šķīdums (rss). Aprēķina procentuālo reaģēšanas efektivitāti, izmantojot vienādojumu:
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Sistēma ir piemērota, ja reaģēšanas efektivitāte ir ne mazāka par 85% un ne lielāka par 115% no teorētiskās reaģēšanas.
Procedūra. Izmēra testa šķīdumu un reģistrē vērtību (ru). Testa šķīdums atbilst prasībām, ja ru nav lielāks par rs - rw.
Metodi var piemērot arī mērīšanai plūsmā, ja iekārta ir atbilstoši nokalibrēta un ir parādījusi pieņemamu sistēmas piemērotību. Instrumentu atrašanās vietu izvēlas tā, lai nodrošinātu, ka reakcija ir raksturīga izmantotajam ūdenim.
2.4.8. Smagie metāli
Tālāk raksturotajām metodēm nepieciešama tioacetamīda reaģenta R izmantošana. Kā alternatīvu parasti izmanto arī nātrija sulfīda šķīdumu R1 (0,1 ml). Tā kā monogrāfijās noteiktie testi ir izstrādāti, izmantojot tioacetamīda reaģentu R, tad gadījumos, kad tā vietā tiek izmantots nātrija sulfīda šķīdums R1, metodē A un metodē B nepieciešams iekļaut arī novērošanas šķīdumu, kas pagatavots no attiecīga pārbaudāmās vielas daudzuma, kuram pievienots salīdzināšanas šķīduma pagatavošanai noteiktais svina standartšķīdums. Tests ir nederīgs, ja novērošanas šķīdums nav ► vismaz tikpat intensīvā krāsā kā ◄ salīdzināšanas šķīdums. 
A metode
Testa šķīdums. Jāpārbauda 12 ml norādītās vielas ūdens šķīduma.
 Salīdzināšanas šķīdums (standarts). 10 ml svina standartšķīduma (1 ppm Pb) R vai svina standartšķīduma (2 ppm Pb) R, kā norādīts, un 2 ml norādītā pārbaudāmās vielas ūdens šķīduma maisījums.
Kontrolšķīdums. 10 ml ūdens R un 2 ml norādītās pārbaudāmās vielas ūdens šķīduma maisījums.
Katram šķīdumam pievieno 2 ml buferšķīduma pH 3,5 R. Sajauc ► un pievieno pie ◄1,2 ml tioacetamīda reaģenta R. Nekavējoties samaisa. Šķīdumus pārbauda pēc 2 minūtēm. Tests ir nederīgs, ja salīdzināšanas šķīdums salīdzinājumā ar kontrolšķīdumu nav ieguvis gaiši brūnu nokrāsu. Pārbaudāmā viela atbilst prasībām, ja neviena brūnā krāsa testa šķīdumā nav intensīvāka par brūno krāsu salīdzināšanas šķīdumā.
Ja rezultātus ir grūti izvērtēt, šķīdumus izfiltrē caur membrānas filtru (poru izmērs 3 μm, skatīt 2.4.8.-1. attēlu, bez priekšfiltra). Filtrēšanu veic lēni un vienmērīgi, virzulim pieliekot mērenu un konstantu spiedienu.  Salīdzina uz filtriem redzamos traipus, kas radušies pēc dažādu šķīdumu nofiltrēšanas.
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2.4.8.-1. attēls – Iekārta smago metālu pārbaudei
Izmēri milimetros
B metode
Testa šķīdums. 12 ml norādītā pārbaudāmās vielas šķīduma, kas sagatavots, izmantojot organisko šķīdinātāju, kas satur minimālo procentuālo ūdens daudzumu (piemēram, dioksāns, kas satur 15% ūdens, vai acetons, kas satur 15% ūdens).
Salīdzināšanas šķīdums (standarts).  Maisījums, kas sastāv no10 ml svina standartšķīduma (1 vai 2 ppm Pb) un 2 ml norādītā pārbaudāmās vielas šķīduma organiskajā šķīdinātājā. Sagatavo svina standartšķīdumu (1 vai 2 ppm Pb), atšķaidot svina standartšķīdumu (100 ppm Pb) R ar šķīdinātāju, kas tiek izmantots pārbaudāmai vielai.
Kontrolšķīdums. Maisījums, kas sastāv no 10 ml pārbaudāmajai vielai izmantotā šķīdinātāja un 2 ml norādītā pārbaudāmās vielas šķīduma organiskā šķīdinātājā.
Katram šķīdumam pievieno 2 ml buferšķīduma pH 3,5 R. Sajauc ► un pievieno pie ◄1,2 ml tioacetamīda reaģenta R. Nekavējoties samaisa. Šķīdumus pārbauda pēc 2 minūtēm. Tests ir nederīgs, ja salīdzināšanas šķīdums salīdzinājumā ar kontrolšķīdumu nav ieguvis gaiši brūnu nokrāsu. Pārbaudāmā viela atbilst prasībām, ja neviena brūnā krāsa testa šķīdumā nav intensīvāka par brūno krāsu salīdzināšanas šķīdumā.
Ja rezultātus ir grūti izvērtēt, šķīdumus izfiltrē caur membrānas filtru (poru izmērs 3 μm, skatīt 2.4.8.-1. attēlu, bez priekšfiltra). Filtrēšanu veic lēni un vienmērīgi, virzulim pieliekot mērenu un konstantu spiedienu.  Salīdzina uz filtriem redzamos traipus, kas radušies pēc dažādu šķīdumu nofiltrēšanas.
C metode
Testa šķīdums. Novieto norādīto pārbaudāmās vielas daudzumu (ne vairāk par 2 g) silīcija tīģelī, pievieno 4 ml magnija sulfāta R šķīduma, kura koncentrācija 250 g/l, atšķaidītā sērskābē R. Samaisa ar stikla spieķīti. Uzmanīgi karsē. Ja maisījums ir šķidrums, ūdens vannā uzmanīgi ietvaicē līdz sausam stāvoklim. Pakāpeniski silda līdz izkarsēšanai un turpina karsēt, kamēr izveidojas gandrīz balts vai nedaudz pelēcīgs atlikums. Izkarsēšanu veic temperatūrā, kas nepārsniedz 800 °C. Ļauj atdzist. Samitrina atlikumu ar pāris pilieniem atšķaidītas sērskābes R. Ietvaicē, vēlreiz izkarsē un ļauj atdzist. Kopējais izkarsēšanas laiks nedrīkst pārsniegt 2 stundas. Atlikumu izšķīdina 2 porcijās pa 5 ml atšķaidītas sālsskābes R. Pievieno 0,1 ml fenolftaleīna šķīduma R, tad koncentrētu amonjaku R, kamēr izveidojas rozā krāsojums. Atdzesē, pievieno ledus etiķskābi R, kamēr šķīdums atkrāsojas un pēc tam pievieno vēl 0,5 ml. Nepieciešamības gadījumā nofiltrē un mazgā filtru. Atšķaida ar ūdeni R līdz 20 ml.
Salīdzināšanas šķīdums (standarts). Sagatavo, kā noteikts attiecībā uz testa šķīdumu, tikai pārbaudāmās vielas vietā izmanto norādīto svina standartšķīduma (10 ppm Pb) R tilpumu. Pie 10 ml iegūtā šķīduma pievieno 2 ml testa šķīduma.
Novērošanas šķīdums. Sagatavo, kā noteikts attiecībā uz testa šķīdumu, tikai pārbaudāmajai vielai pievieno salīdzināšanas šķīduma pagatavošanai norādīto svina standartšķīduma (10 ppm Pb) R daudzumu. Pie 10 ml iegūtā šķīduma pievieno 2 ml testa šķīduma. 

Kontrolšķīdums. Maisījums, kas sastāv no 10 ml ūdens R un 2 ml testa šķīduma.

Pie 12 ml katra šķīduma pievieno 2 ml buferšķīduma pH 3,5 R. Sajauc ► un pievieno pie ◄1,2 ml tioacetamīda reaģenta R. Nekavējoties samaisa. Šķīdumus pārbauda pēc 2 minūtēm. Tests ir nederīgs, ja salīdzināšanas šķīdums salīdzinājumā ar kontrolšķīdumu nav ieguvis gaiši brūnu nokrāsu vai novērošanas šķīduma krāsojums nav ►vismaz tikpat intensīvs kā ◄ salīdzināšanas šķīduma krāsojums. Pārbaudāmā viela atbilst prasībām, ja neviena brūnā krāsa testa šķīdumā nav intensīvāka par brūno krāsu salīdzināšanas šķīdumā.
Ja rezultātus ir grūti izvērtēt, šķīdumus izfiltrē caur membrānas filtru (poru izmērs 3 μm, skatīt 2.4.8.-1. attēlu, bez priekšfiltra). Filtrēšanu veic lēni un vienmērīgi, virzulim pieliekot mērenu un konstantu spiedienu. Salīdzina uz filtriem redzamos traipus, kas radušies pēc dažādu šķīdumu nofiltrēšanas.
D metode
Testa šķīdums. Silīcija tīģelī rūpīgi samaisa norādīto pārbaudāmās vielas daudzumu ar 0,5 gramiem magnija oksīda R1. Izkarsē līdz blāvi sarkanai krāsai, kamēr iegūst homogēnu baltu vai pelēcīgi baltu masu. Ja pēc 30 minūšu karsēšanas maisījums paliek krāsains, to atdzesē, samaisa ar stikla spieķīti un atkārto karsēšanu. Ja nepieciešams, šo darbību atkārto. Karsē apmēram 1 stundu 800 °C temperatūrā. Atlikumu izšķīdina 2 porcijās pa 5 ml maisījuma, kas sastāv vienādās daļās no sālsskābes R1 un ūdens R. Pievieno 0,1 ml fenolftaleīna šķīdumu R, tad koncentrētu amonjaku R, kamēr izveidojas rozā krāsojums. Atdzesē, pievieno ledus etiķskābi R, kamēr šķīdums atkrāsojas, un pēc tam pievieno papildus 0,5 ml. Nepieciešamības gadījumā nofiltrē un mazgā filtru. Atšķaida ar ūdeni R līdz 20 ml.
Salīdzināšanas šķīdums (standarts). Sagatavo, kā noteikts attiecībā uz testa šķīdumu, pārbaudāmās vielas vietā izmantojot norādīto svina standartšķīduma (10 ppm Pb) R tilpumu un izžāvējot to termostatā 100-105 °C temperatūrā. Pie 10 ml iegūtā šķīduma pievieno 2 ml pārbaudes šķīduma. 
Novērošanas šķīdums. Sagatavo, kā noteikts attiecībā uz testa šķīdumu, tikai pārbaudāmajai vielai pievieno salīdzināšanas šķīduma pagatavošanai norādīto svina standartšķīduma (10 ppm Pb) R tilpumu un izžāvē termostatā 100-105 °C temperatūrā. Pie 10 ml iegūtā šķīduma pievieno 2 ml testa šķīduma. 

Kontrolšķīdums. Maisījums, kas sastāv no 10 ml ūdens R un 2 ml testa šķīduma.
 Pie 12 ml katra šķīduma pievieno 2 ml buferšķīduma pH 3,5 R. Sajauc ► un pievieno pie ◄1,2 ml tioacetamīda reaģenta R. Nekavējoties samaisa.
 Šķīdumus pārbauda pēc 2 minūtēm. Tests ir nederīgs, ja salīdzināšanas šķīdums salīdzinājumā ar kontrolšķīdumu nav ieguvis gaiši brūnu nokrāsu vai novērošanas šķīduma krāsojums nav ► vismaz tikpat intensīvs kā ◄ salīdzināšanas šķīduma krāsojums.
 Pārbaudāmā viela atbilst prasībām, ja ja neviena brūnā krāsa testa šķīdumā nav intensīvāka par brūno krāsu salīdzināšanas šķīdumā.

 Ja rezultātus ir grūti izvērtēt, šķīdumus izfiltrē caur membrānas filtru (poru izmērs 3 μm, skatīt 2.4.8.-1. attēlu, bez priekšfiltra). Filtrēšanu veic lēni un vienmērīgi, virzulim pieliekot mērenu un konstantu spiedienu. Salīdzina uz filtriem redzamos traipus, kas radušies pēc dažādu šķīdumu nofiltrēšanas. 

E METODE
Testa šķīdums. Izšķīdina norādīto pārbaudāmās vielas daudzumu 30 ml vai norādītajā ūdens R tilpumā.
 Salīdzināšanas šķīdums (standarts). Ja nav norādīts citādi, atšķaida norādīto svina standartšķīduma (1 ppm Pb) R tilpumu līdz tādam pašam tilpumam kā testa šķīdumam.
Sagatavo filtrācijas iekārtu, pielāgojot 50 ml šļirces cilindru bez virzuļa pie turētāja uz plates ar membrānas filtru un virs tā priekšfiltru (2.4.8.-1. attēls).
Pārnes testa šķīdumu šļirces cilindrā, ievieto virzuli vietā, un tad šļirci pakļauj vienmērīgam spiedienam, kamēr viss šķīdums ir nofiltrēts. Atverot turētāju un noņemot priekšfiltru, pārbauda, vai uz membrānas filtra nav palikuši netīrumi. Ja netīrumi ir, membrānas filtru nomaina un atkārto procedūru tādos pašos apstākļos.
Pie prefiltrāta vai norādīta tilpuma prefiltrāta pievieno 2 ml buferšķīdumu pH 3,5 R. ►Sajauc un ◄ pievieno pie 1,2 ml tioacetamīda reaģenta R. ► Nekavējoties ◄ sajauc un ļauj pastāvēt 10 minūtes un vēlreiz nofiltrē, kā iepriekš aprakstīts, bet apmaina filtru secību – šķīdumu vispirms filtrē caur membrānas filtru un tikai tad caur priekšfiltru (2.4.8.-1. attēls). Filtrēšana jāveic lēni un vienmērīgi, šļirces virzulim pieliekot mērenu un konstantu spiedienu. Pēc filtrēšanas pabeigšanas atver turētāju, noņem membrānas filtru un izžāvē ar filtrpapīra palīdzību.
Tāpat kā testa šķīdumu līdztekus apstrādā arī salīdzināšanas šķīdumu.
Ar testa šķīdumu iegūtā plankuma krāsa nav intensīvāka par to, kāda iegūta ar salīdzināšanas šķīdumu.
F METODE
Testa šķīdums. Ievieto pārbaudāmās vielas norādīto daudzumu vai tilpumu tīrā, sausā 100 ml garkakla sadedzināšanas kolbā (ja reakcijā pārmērīgi izdalās putas, izmanto 300 ml tilpuma kolbu). Nostiprina kolbu 45° leņķī. Ja pārbaudāmā viela ir cieta, pievieno pietiekamu daudzumu maisījuma, kas sastāv no 8 ml sērskābes R un 10 ml slāpekļskābes R, lai rūpīgi samitrinātu vielu. Ja pārbaudāmā viela ir šķidrums, pievieno dažus mililitrus maisījuma, kas sastāv no 8 ml sērskābes R un 10 ml slāpekļskābes R. Uzmanīgi karsē, kamēr sākas reakcija, ļauj reakcijai noritēt un pievieno tā paša skābju maisījuma atlikušās daļas, pakarsējot pēc katras pievienošanas, kamēr visi 18 ml skābju maisījuma ir pievienoti. Palielina karstumu un uzmanīgi karsē, kamēr šķīdums kļūst tumšs. Atdzesē, pievieno 2 ml slāpekļskābes R un karsē vēlreiz, kamēr šķīdums kļūst tumšs. Turpina karsēšanu, pēc tam pievieno slāpekļskābi R, kamēr šķīdums vairs nekļūst tumšāks, tad karsē intensīvi, kamēr rodas blīvi, balti dūmi. Atdzesē, uzmanīgi pievieno 5 ml ūdens R, lēni vāra, kamēr rodas blīvi, balti dūmi un turpina karsēšanu, lai šķīduma tilpumu samazinātu līdz 2-3 ml. Atdzesē, uzmanīgi pievieno 5 ml ūdens R un pārbauda šķīduma krāsu. Ja krāsa ir dzeltena, uzmanīgi pievieno 1 ml koncentrēta ūdeņraža peroksīda šķīduma R un vēlreiz ietvaicē, kamēr rodas blīvi, balti dūmi, un turpina karsēšanu, lai šķīduma tilpumu samazinātu līdz 2-3 ml.
 Ja šķīdums joprojām ir dzeltenā krāsā, atkārtoti pievieno 5 ml ūdens R un 1 ml koncentrēta ūdeņraža peroksīda šķīduma, kamēr šķīdums kļūst bezkrāsains. Atdzesē, uzmanīgi atšķaida ar ūdeni R, ieskalo 50 ml krāsas salīdzināšanas stobrā, nodrošinot, ka kopējais tilpums nepārsniedz 25 ml. Ar koncentrētu amonjaka šķīdumu R1 (nepieciešamības gadījumā pēc atbilstošā diapazona sasniegšanas var izmantot atšķaidītu amonjaka šķīdumu R1) noregulē šķīduma pH uz 3,0-4,0, izmantojot mazā diapazona pH indikatorpapīru par ārējo indikatoru, tad atšķaida ar ūdeni R līdz 40 ml un sajauc. Pievieno 2 ml buferšķīduma pH 3,5 R. ► Sajauc un pievieno pie ◄ 1,2 ml tioacetamīda reaģenta R. Nekavējoties sajauc. Atšķaida ar ūdeni R līdz 50 ml un sajauc.
Salīdzināšanas šķīdums (standarts). Sagatavo vienlaicīgi un līdzīgi testa šķīdumam, izmantojot norādīto svina standartšķīduma (10 ppm Pb) R tilpumu. 

Novērošanas šķīdums. Sagatavo, kā tas aprakstīts testa šķīdumam, tikai pārbaudāmai vielai pievieno salīdzināšanas šķīduma pagatavošanai norādīto svina standartšķīduma (10 ppm Pb) R tilpumu.
Kontrolšķīdums. Pagatavo, kā noteikts attiecībā uz testa šķīdumu, bet nepievieno pārbaudāmo vielu.
Šķīdumus pārbauda, novietojot vertikāli attiecībā pret baltu fonu. Pēc 2 minūtēm neviena brūnā krāsa testa šķīdumā nav intensīvāka par to, kāda iegūta salīdzināšanas šķīdumā.
Tests ir nederīgs, ja salīdzināšanas šķīdums salīdzinājumā ar kontrolšķīdumu nav ieguvis brūnu krāsu vai novērošanas šķīduma krāsojums nav ►vismaz tikpat intensīvs kā ◄ salīdzināšanas šķīdumam.
Ja rezultātus ir grūti izvērtēt, šķīdumus izfiltrē caur membrānas filtru (poru izmērs 3 μm, skatīt 2.4.8.-1. attēlu, bez priekšfiltra). Filtrēšanu veic lēni un vienmērīgi, virzulim pieliekot mērenu un konstantu spiedienu.  Salīdzina uz filtriem redzamos traipus, kas radušies pēc dažādu šķīdumu nofiltrēšanas.
G METODE
BRĪDINĀJUMS Izmantojot augsta spiediena hidrolīzes traukus, jāievēro drošības pasākumi un iekārtas ražotāja dotās lietošanas pamācības. Hidrolīzes cikls ir atkarīgs no izmantotās mikroviļņu krāsns tipa (piemēram, kontrolējama enerģijas daudzuma, kontrolējamas temperatūras mikroviļņu krāsnis vai augstā spiediena krāsnis). Ciklam jābūt saskaņā ar ražotāja instrukcijām. Hidrolīzes cikls ir atbilstošs, ja tiek iegūts dzidrs šķīdums.
Testa šķīdums. Piemērotā tīrā vārglāzē ievieto norādīto pārbaudāmās vielas daudzumu (ne vairāk par 0,5 gramiem). Izmantojot magnētisko maisītāju, secīgi pievieno 2,7 ml sērskābes R, 3,3 ml slāpekļskābes R un 2,0 ml koncentrēta ūdeņraža peroksīda šķīduma R.
 Pirms jauna reaģenta pievienošanas ļauj jau pieliktajām vielām izreaģēt. Maisījumu pārnes sausā spiedienizturīgā hidrolīzes traukā (kas izgatavots no fluorpolimēra vai kvarca stikla).
Salīdzināšanas šķīdums (standarts). Sagatavo, kā noteikts attiecībā uz testa šķīdumu, tikai pārbaudāmās vielas vietā izmanto norādīto svina standartšķīduma (10 ppm Pb) R tilpumu.
Novērošanas šķīdums. Sagatavo, kā noteikts attiecībā uz testa šķīdumu, pārbaudāmai vielai pievienojot salīdzināšanas šķīduma pagatavošanai norādīto svina standartšķīduma (10 ppm Pb) R tilpumu.
Kontrolšķīdums. Pagatavo, kā noteikts attiecībā uz testa šķīdumu, bet nepievieno pārbaudāmo vielu.
Aizver traukus un ievieto laboratorijas mikroviļņu krāsnī. Sašķeļ, izmantojot divas secīgas atsevišķas izmantojamas programmas.  Sašķelšanas programmas īsteno atsevišķos posmos, lai varētu kontrolēt reakcijas gaitu, spiedienu, temperatūru vai enerģiju, kāda nepieciešama atkarībā no izmantojamās mikroviļņu krāsns. Pēc pirmās programmas pabeigšanas ļauj hidrolīzes traukiem pirms atvēršanas atdzist. Katrā traukā pievieno 2,0 ml koncentrēta ūdeņraža peroksīda šķīduma R un sašķelšanu turpina ar otro programmu.
 Pēc otrās programmas pabeigšanas ļauj hidrolīzes traukiem pirms atvēršanas atdzist. Ja nepieciešams iegūt dzidru šķīdumu, atkārtoti pievieno koncentrēta ūdeņraža peroksīda šķīdumu R un atkārto otro hidrolīzes programmu.
Atdzesē, uzmanīgi atšķaida ar ūdeni R, ieskalo kolbā, nodrošinot, ka kopējais tilpums nepārsniedz 25 ml.
Izmantojot šaurā diapazona pH indikatorpapīru kā ārējo indikatoru, ar koncentrētu amonjaka šķīdumu R1 (atšķaidītu amonjaka šķīdumu R1 var izmantot, tiklīdz ir sasniegts precīzais pH diapazons) noregulē šķīdumu pH uz 3,0-4,0. Lai izvairītos no šķīdumu sakaršanas, izmanto ledus vannu un magnētisko maisītāju. Atšķaida ar ūdeni R līdz 40 ml un sajauc. Pievieno 2 ml buferšķīduma pH 3,5 R. ►Sajauc un pievieno pie ◄1,2 ml tioacetamīda reaģenta R. Nekavējoties samaisa. Atšķaida līdz 50 ml ar ūdeni R, sajauc un ļauj 2 minūtes nostāties.
Šķīdumus izfiltrē caur membrānas filtru (poru izmērs 3 μm, skatīt 2.4.8.-1. attēlu, bez priekšfiltra). Filtrēšanu veic lēni un vienmērīgi, virzulim pieliekot mērenu un konstantu spiedienu.  Salīdzina uz filtriem redzamos traipus, kas radušies pēc dažādu šķīdumu nofiltrēšanas.
Pārbauda uz filtriem iegūtos traipus. Ar testa šķīdumu iegūtā plankuma brūnā krāsa nav intensīvāka par to, kāda iegūta ar salīdzināšanas šķīdumu.
Tests ir nederīgs, ja salīdzināšanas šķīduma traips salīdzinājumā ar tukšā šķīduma traipu nav brūnā krāsā vai novērošanas šķīduma traipa krāsojums nav ►vismaz tikpat intensīvs kā ◄ salīdzināšanas šķīduma traipa krāsojums.
2.6.12. NESTERILO PRODUKTU MIKROBIOLOĢISKĀ PĀRBAUDE: KOPĒJAIS AEROBO DZĪVOTSPĒJĪGO ŠŪNU SKAITS
Šajā vispārējā nodaļā iekļautas divas pārbaužu grupas. Pirmajā grupā iekļautas atsauces metodes, ar kurām nosaka mikrobioloģiskā piesārņojuma atbilstību monogrāfijām.
  Tādējādi atsauce monogrāfijā uz šo nodaļu nozīmē atbilstību pirmajai pārbaužu grupai, ja vien nav bijusi atļauta otrās pārbaužu grupas izmantošana. Otrajā grupā iekļautās pārbaudes arī ir Eiropas Farmakopejas oficiālās metodes, un uz tām var atsaukties kā uz oficiālām, īpaši zāļu reģistrācijas nolūkos. Ir paredzēts pirmo grupu aizstāt ar otro grupu, kad atbilstošā monogrāfija tiek pārskatīta. Otrajā grupā ir iekļautas pārbaudes, kas izstrādātas sadarbībā ar Japānas Farmakopeju un ASV Farmakopeju, lai saskaņotu prasības.
A. Eiropas farmakopejas metode
Turpmāk raksturotās pārbaudes dod iespēju kvantitatīvi uzskaitīt mezofīlās baktērijas un sēnītes, kuras ir spējīgas augt aerobos apstākļos.
 Pārbaudes galvenokārt domātas tam, lai noteiktu, vai Farmakopejas monogrāfijā aplūkotā viela atbilst mikrobioloģiskajām prasībām, kādas norādītas monogrāfijā. Izmantojot pārbaudes šādam mērķim, ievēro turpmāk minētās instrukcijas, tostarp to, cik daudz paraugu jāņem, un iegūtos rezultātus interpretē saskaņā ar turpmāk norādīto. Pārbaudes var izmantot arī Antibakteriālās aizsardzības efektivitātes (5.1.3) testam, kā aprakstīts Farmakopejā. Pārbaudes turklāt var izmantot izejmateriālu kvalitātes kontrolei, un tās var izmantot saistībā ar mikrobioloģiskās kvalitātes vadlīnijām (5.1.4). Ja ražotājs veic pārbaudes ar šādu mērķi, piemēram, izejmateriālu un/vai galaprodukta kontrolei vai procesu validācijai, par pārbaužu veikšanu, tostarp par paraugu skaitu un rezultātu interpretāciju, ražotājam ir jāvienojas ar kompetento iestādi.
Noteikšanu veic tādos apstākļos, kas ļauj izvairīties no nejaušas pārbaudāmo produktu piesārņošanās. Piesardzības pasākumiem jābūt tādiem, lai tie neietekmētu mikroorganismus, kam pārbaudes rezultātā ir jāparādās. Ja pārbaudāmajam produktam piemīt antibakteriālā aktivitāte, tā atbilstošā veidā jāneitralizē. Ja šā mērķa sasniegšanai tiek izmantoti inaktivatori, jāparāda to efektivitāte un netoksicitāte attiecībā uz mikroorganismiem.
Kopējo aerobo dzīvotspējīgo šūnu skaitu nosaka ar membrānu filtrācijas metodi vai skaitīšanas plates metodi, kā norādīts monogrāfijā.
Ja nav izmantojama neviena cita izaugušo baktēriju skaitīšanas metode, lieto MPN jeb visvarbūtīgākā skaita metodi. Metodes izvēle pamatojas uz vairākiem faktoriem, tādiem kā produkta īpašības un paredzamais mikroorganismu skaits. Jebkura izvēlētā metode ir atbilstoši jāvalidē.
Saskaņā ar 5.1.3. vai 5.1.4. nodaļu var izmantot šādas baktēriju skaita noteikšanas metodes: uzlietās plates kultivēšanas metodi, virsmizkliedes metodi un membrānu filtrāciju.
PARAUGA SAGATAVOŠANA
Paraugu ņemšanas plāns.
 Paraugu ņemšana jāveic pēc iepriekš noteikta paraugu ņemšanas plāna. Paraugu ņemšanas plāns ir atkarīgs no tādiem faktoriem kā partijas lielums, veselības apdraudējums, kas saistīts ar pārmērīgi piesārņotiem produktiem, produkta raksturlielumiem un gaidāmo piesārņojuma līmeni. Ja nav norādīts citādi, pārbaudei izvēlas 10 gramus vai 10 ml pārbaudāmās vielas vai preparāta, ievērojot iepriekšminētos ieteikumus. Izvēlas nejaušus paraugus no preparāta beramā materiāla vai tvertnes.
 Vajadzības gadījumā, lai iegūtu nepieciešamo daudzumu, paraugiem izmanto vairāku tvertņu satura sajaukumu, atkarībā no pārbaudāmās vielas vai preparāta īpašībām.  Piemērs paraugu ņemšanas plānam, ko izmanto produktiem, kuriem mikroorganismu sadalījums varētu nebūt homogēns, ir triju kategoriju paraugu ņemšanas plāns.
 Šajā gadījumā no katras sērijas tiek ņemti un atsevišķi analizēti pieci paraugi. Trīs vispārpieņemtās kategorijas ir šādas: 
i) pieņemamie paraugi, t.i., paraugi, kas satur mazāk par m KVV (kolonijas veidojošās vienības) uz gramu vai mililitru, kur m ir robeža, kas noteikta attiecīgajā monogrāfijā;
ii) šaubīgie paraugi, t.i., kas satur vairāk par m KVV, bet mazāk par 10 m KVV uz gramu vai mililitru;
iii) nederīgie paraugi, t.i., tie, kas satur vairāk par 10 m KVV uz gramu vai mililitru.
Ūdenī šķīstošie produkti. Izšķīdina vai atšķaida 10 gramus vai 10 ml pārbaudāmā produkta buferētā nātrija hlorīda – peptona šķīdumā (pH 7,0) vai citā piemērotā šķidrumā. Parasti tiek pagatavots 1:10 atšķaidījums. Tomēr produkta raksturlielumi vai nepieciešamais jutīgums var radīt nepieciešamību izvēlēties citas attiecības. Ja ir zināms, ka produktam piemīt antibakteriālā aktivitāte, atšķaidītājam var pievienot inaktivējošu vielu. Nepieciešamības gadījumā noregulē pH uz 7,0, un ar to pašu atšķaidītāju sagatavo nākamos desmitkārtīgos atšķaidījumus.
Ūdenī nešķīstošie taukus nesaturošie produkti. Suspendē 10 gramus vai 10 ml pārbaudāmā produkta buferētā nātrija hlorīda – peptona šķīdumā (pH 7,0) vai citā piemērotā šķidrumā. Parasti tiek pagatavots 1:10 atšķaidījums, bet dažu produktu raksturlielumu dēļ var būt nepieciešams lielāks tilpums. Lai pagatavotu suspensiju no slikti samitrināmām vielām, var pievienot piemērotu virsmaktīvu vielu, piemēram, polisorbātu 80 līdz 1 g/l. Ja ir zināms, ka produktam piemīt antibakteriālā aktivitāte, atšķaidītājam var pievienot inaktivējošu vielu. Nepieciešamības gadījumā noregulē pH uz 7,0 un ar to pašu atšķaidītāju sagatavo nākamos desmitkārtīgos atšķaidījumus.
Taukus saturošie produkti. 10 gramus vai 10 ml pārbaudāmā produkta homogenizē ar ne vairāk par pusi pēc svara sterilu polisorbātu 80 vai citu piemērotu sterilu virsmaktīvu vielu, kas nepieciešamības gadījumā uzsildīta līdz 40 °C vai izņēmuma gadījumā līdz 45 °C. Rūpīgi samaisa un nepieciešamības gadījumā iztur noteiktā temperatūrā ūdens vannā vai termostatā. Lai no sākotnējā produkta pagatavotu 1:10 atšķaidījumu, pievieno atbilstošu daudzumu iepriekš uzsildīta buferēta nātrija hlorīda – peptona šķīduma (pH 7,0). Rūpīgi samaisa, inkubējot paaugstinātajā temperatūrā īsāko iespējamo laiku, kamēr izveidojas emulsija; nekādā gadījumā šis laiks nedrīkst pārsniegt 30 minūtes. Nākamos desmitkārtīgos atšķaidījumus var sagatavot, izmantojot buferētu nātrija hlorīda – peptona šķīdumu (pH 7,0), kas satur piemērotu daudzumu sterila polisorbāta 80 vai citas sterilas virsmaktīvas vielas.
Plāksteri medikamentu ievadīšanai caur ādu. Ar sterilu pinceti noņem desmit medikamentu ievadīšanai caur ādu paredzēto plāksteru aizsargplēvītes, un plāksterus novieto ar lipīgo pusi uz augšu uz sterilas stikla vai plastmasas paplātes. Ja nepieciešams, pārsedz lipīgās virsmas ar sterilu marli (vai austu filtra tipa monopavediena polimēra sietu) un desmit plāksterus pārnes vismaz 500 mililitros buferēta nātrija hlorīda – peptona šķīduma (pH 7,0), kas satur attiecīgos inaktivatorus, tādus kā polisorbātu 80 un/vai lecitīnu. Preparātu enerģiski krata vismaz 30 minūtes (preparāts A). Līdzīgi sagatavo citus desmit plāksterus, tos ievietojot vismaz 500 mililitros buljona barotnes D un enerģiski kratot vismaz 30 minūtes (preparāts B). 
PARAUGA pārbaude
Membrānu filtrācija. Izmanto membrānu filtrus, kuru nominālais poru izmērs nav lielāks par 0,45 μm un kuru efektivitāte baktēriju aizturēšanā ir pierādīta.  Izvēlas tādu filtrējošā materiāla tipu, kuram pētāmā parauga sastāvdaļas neietekmē baktēriju aizturēšanas efektivitāti. Celulozes nitrāta filtrus var izmantot, piemēram, ūdens, eļļainiem un vājiem spirtu šķīdumiem, bet celulozes acetāta filtrus – stipriem spirtu šķīdumiem. Filtrēšanas aparāts ir konstruēts tā, lai filtru būtu iespējams pārnest uz kultivēšanas vidi.
Pietiekamu daudzumu parauga, kas sagatavots saskaņā ar nodaļas „Parauga sagatavošana” norādījumiem (vēlams 1 gramu produkta vai arī mazāk, ja gaidāms liels koloniju veidojošo vienību skaits), pārnes uz diviem membrānu filtriem un nekavējoties filtrē. Katru filtru mazgā 3 reizes, katrā ar aptuveni 100 ml piemērota šķidruma, piemēram, ar buferēta nātrija hlorīda – peptona šķīdumu (pH 7,0). Šim šķīdumam var pievienot virsmaktīvas vielas, piemēram, polisorbātu 80, vai antibakteriālo līdzekļu inaktivatorus. Ja metode ir validēta, var izmantot mazāk par 3 mazgājumiem. Vienu membrānas filtru, kas sākotnēji paredzēts baktēriju skaita noteikšanai, pārnes uz piemērotu agara barotnes virsmu, piemēram, barotni B, bet otru filtru, kas sākotnēji paredzēts sēnīšu skaita noteikšanai, pārnes uz piemērotu agara barotnes virsmu, piemēram, barotni C.Piecas dienas inkubē plati ar agara barotni B temperatūrā 30-35 °C, bet plati ar agara barotni C – temperatūrā 20-25 °C, ja vien ticamu koloniju skaitu nevar noteikt jau ātrāk. Izvēlas plates, kur koloniju skaits ir mazāks par 100, un aprēķina koloniju veidojošo vienību skaitu uz gramu vai mililitru produkta.
Ja tiek pārbaudīti plāksteri medikamentu ievadīšanai caur ādu, nofiltrē 50 ml preparāta A atsevišķi caur 2 sterilām filtra membrānām. Pārnes vienu membrānu uz agara barotni B kopējā aerobā bakteriālā dzīvotspējīgo šūnu skaita noteikšanai un otru membrānu uz agara barotni C sēnīšu skaita noteikšanai.
 Skaitīšanas plates metodes
a. Uzlietās plates kultivēšanas metode. Petri platēs, kuru diametrs ir 9 cm, ienes 1 ml parauga, kas sagatavots saskaņā ar nodaļas „Parauga sagatavošana” norādījumiem, un 15-20 ml pusšķidrās agara barotnes, kas domāta baktēriju kultivēšanai (piemēram, barotne B), vai 15–20 ml pusšķidrās agara barotnes, kas domāta sēnīšu kultivēšanai (piemēram, barotne C), pie kam pusšķidrās agara barotnes temperatūra nedrīkst pārsniegt 45 °C. Ja tiek izmantotas lielākas Petri plates, jāņem lielāks agara barotnes tilpums. Ar katru vidi katram atšķaidījumam sagatavo vismaz 2 Petri plates. Piecas dienas inkubē plates 30-35 °C temperatūrā (sēnītēm– 20–25 °C), ja vien ticamu kolonija skaitīšanu nevar izdarīt jau ātrāk. Izvēlas plates, kas atbilst vienam atšķaidījumam un kurās lielākais koloniju skaits ir mazāks par 300 (sēnītēm–100). No saskaitītajām vērtībām aprēķina aritmētisko vidējo un aprēķina koloniju veidojošo vienību skaitu gramā vai mililitrā.
b. Virsmizkliedes metode. Petri platēs, kuru diametrs ir 9 cm, ienes 15–20 ml pusšķidrās agara barotnes, kas domāta baktēriju kultivēšanai (piemēram, barotne B), vai 15–20 ml pusšķidrās agara barotnes, kas domāta sēnīšu kultivēšanai (piemēram, barotne C), turklāt pusšķidrās agara barotnes temperatūra nedrīkst pārsniegt 45 °C, un ļauj agaram sacietēt. Ja tiek izmantotas lielākas Petri plates, jāņem atbilstoši lielāks agara barotnes tilpums. Plates izžāvē, piemēram, laminārajā gaisa plūsmā vai termostatā. Uz barotnes virsmas izkliedē noteiktu tilpumu (bet ne mazāku par 0,1 ml) parauga, kas sagatavots saskaņā ar nodaļas „Parauga sagatavošana” norādījumiem. Ar katru vidi un katram atšķaidījumam sagatavo vismaz 2 Petri plates. Plašu inkubēšanu un koloniju skaitīšanu veic analogi iepriekš aprakstītajam nodaļā „Uzlietās plates kultivēšanas metode”.
Visvarbūtīgākā skaita metode
2.6.12.-1. tabula: Visvarbūtīgākā skaita vērtības baktērijām
	3 mēģenes katrā atšķaidījumā

	Pozitīvu mēģeņu skaits
	MPN (visvarbūtīgākais skaits) uz gramu
	Kategorija*
	95% ticamības robeža

	0,1 g
	0,01 g
	0,001 g
	
	1
	2
	

	0
	0
	0
	<3
	
	
	—
	—

	0
	1
	0
	3
	
	X
	<1
	17

	1
	0
	0
	3
	X
	
	1
	21

	1
	0
	1
	7
	
	X
	2
	27

	1
	1
	0
	7
	X
	
	2
	28

	1
	2
	0
	11
	
	X
	4
	35

	2
	0
	0
	9
	X
	
	2
	38

	2
	0
	1
	14
	
	X
	5
	48

	2
	1
	0
	15
	X
	
	5
	50

	2
	1
	1
	20
	
	X
	8
	61

	2
	2
	0
	21
	X
	
	8
	63

	3
	0
	0
	23
	X
	
	7
	129

	3
	0
	1
	38
	X
	
	10
	180

	3
	1
	0
	43
	X
	
	20
	210

	3
	1
	1
	75
	X
	
	20
	280

	3
	2
	0
	93
	X
	
	30
	390

	3
	2
	1
	150
	X
	
	50
	510

	3
	2
	2
	210
	
	X
	80
	640

	3
	3
	0
	240
	X
	
	100
	1400

	3
	3
	1
	460
	X
	
	200
	2400

	3
	3
	2
	1100
	X
	
	300
	4800

	3
	3
	3
	>1100
	
	
	—
	—


Visvarbūtīgākā skaita metodes precizitāte un pareizība ir mazāka par membrānu filtrācijas metodi vai skaitīšanas plates metodi. Nedrošus rezultātus iegūst pelējuma sēnīšu skaitīšanā. Šī iemesla dēļ visvarbūtīgākā skaita metodi izmanto baktēriju skaita noteikšanai gadījumos, kad citas metodes nav izmantojamas. Ja šīs metodes izmantošana ir apstiprināta, rīkojas šādi.
Citu pēc cita sagatavo vismaz 3 desmitkārtīgus produkta atšķaidījumus, kā aprakstīts nodaļā „Parauga sagatavošana”. No katra atšķaidījuma trīs alikvotas no 1 grama vai 1 ml tiek izmantotas, lai inokulētu 3 mēģenes ar 9-10 ml piemērotas šķidrās barotnes (piemēram, buljona barotne A). Nepieciešamības gadījumā barotnei var pievienot virsmaktīvas vielas, piemēram, polisorbātu 80, vai antibakteriālo līdzekļu inaktivatorus. Tātad, ja tiek sagatavoti trīs atšķaidījumi, inokulētas tiks 9 mēģenes. Visas mēģenes inkubē 5 dienas 30-35 °C temperatūrā. Katrā atšķaidījumā pieraksta mēģeņu skaitu, kurā novēro mikroorganismu augšanu. Ja rezultātu nolasīšana pārbaudāmā produkta īpašību dēļ ir apgrūtināta vai neskaidra, pārsēj kultūru tajā pašā buljona barotnē vai uz atbilstošas agara barotnes (piemēram, agara barotne B), un kultivēšanu turpina 18-24 stundas tādā pašā temperatūrā, un tālākai izvērtēšanai izmanto jaunos rezultātus. Pēc 2.6.12.-1. tabulas nosaka baktēriju robežatšķaidījumu pārbaudāmā produkta gramā vai mililitrā.
BAROTNES EFEKTIVITĀTE UN SKAITĪŠANAS METODES PIEMĒROTĪBA
Baktēriju kontroles celmus atsevišķi 18–24 stundas kultivē 30–35 °C temperatūrā traukos, kas satur piemērotu šķidro barotni (piemēram, buljona barotni A). Sēnīšu kontroles celmus kultivē atsevišķi uz piemērotas agara barotnes (piemēram, antibiotikas nesaturošas barotnes C) – 48 stundas 20–25 °C temperatūrā Candida albicans gadījumā un 7 dienas 20–25 °C temperatūrā Aspergillus niger gadījumā.
Staphylococcus aureus,
piemēram, ATCC 6538 (NCIMB 9518, CIP 4.83)
Escherichia coli,
piemēram, ATCC 8739 (NCIMB 8545, CIP 53.126)
Bacillus subtilis,
piemēram, ATCC 6633 (NCIMB 8054, CIP 52.62)
Candida albicans,
piemēram, ATCC 10231 (NCPF 3179, IP 48.72)
Aspergillus niger,
piemēram, ATCC 16404 (IM1149007, IP 1431.83)
Lai izgatavotu atsauces suspensijas, kas satur apmēram 100 koloniju veidojošās vienības mililitrā, izmanto buferētu nātrija hlorīda – peptona šķīdumu pH 7,0. Kā kontroli skaitīšanas metodēm katra mikroorganisma suspensiju gatavo atsevišķi, pēc tam analīzes veicot ar pārbaudāmo produktu un bez tā. Ja pārbaudē tiek izmantota membrānu filtrācijas metode vai skaitīšanas plates metode, jāiegūst kontroles mikroorganismu skaitliskās vērtības, kas no aprēķinātās uzsējas materiāla vērtības neatšķiras vairāk kā par 5 reizēm. Ja pārbaudē tiek izmantota visvarbūtīgākā skaita metode, jāiegūst vērtības, kas atrodas 95% ticamības robežās no aprēķinātās uzsējas materiāla vērtības. Lai pārbaudītu vides un atšķaidītāja sterilitāti un testa aseptiskumu, par kontrolparaugu izmanto sterilu nātrija hlorīda – peptona šķīdumu pH 7,0.  Nedrīkst notikt mikroorganismu augšana.
REZULTĀTU INTERPRETĀCIJA
 Baktēriju skaitu uzskata par vienādu ar koloniju veidojošo vienību vidējo skaitu uz B agara barotnes. Sēnīšu skaitu uzskata par vienādu ar koloniju veidojošo vienību vidējo skaitu uz agara barotnes C. Kopējais aerobo dzīvotspējīgo mikroorganismu skaits ir summa, kuru veido iepriekš aprakstītais baktēriju skaits un sēnīšu skaits. Ja ir pierādījumi, ka daži mikroorganismu tipi aug uz abām barotnēm, šis skaitlis ir jākoriģē. Ja šo skaitli iegūst ar visvarbūtīgākā skaita metodi, aprēķinātā vērtība ir baktēriju skaits.
Ja robežvērtība ir noteikta monogrāfijā, to interpretē šādi:
102  mikroorganismi: maksimālā pieņemamā robežvērtība: 5 x 102;
103  mikroorganismi: maksimālā pieņemamā robežvērtība: 5 x 103; un tā tālāk.
Ja tiek izmantots, piemēram, triju kategoriju paraugu ņemšanas plāns, rīkojas šādi:
Aprēķina kopējo aerobo dzīvotspējīgo šūnu skaitu katrā no pieciem paraugiem. Viela vai preparāts atbilst prasībām, ja ir ievēroti šādi nosacījumi:
i) nevienā paraugā kopējais aerobo dzīvotspējīgo šūnu skaits nepārsniedz norādīto robežvērtību 10 reizes vai vairāk (t.i., nav „nepieņemamu paraugu”);
ii) ne vairāk kā divos paraugos kopējais aerobo dzīvotspējīgo šūnu skaits atrodas starp norādīto robežvērtību un desmitkārtīgu robežvērtību (t.i., nav vairāk par diviem „šaubīgajiem paraugiem”).
Ieteicamie šķīdumi un barotnes ir aprakstītas 2.6.13.vispārējā nodaļā.
B. SASKAŅOTĀ METODE: NESTERILO PRODUKTU MIKROBIOLOĢISKĀ PĀRBAUDE: MIKROORGANISMU SKAITĪŠANAS TESTI
1. IEVADS
Turpmāk raksturotās pārbaudes dod iespēju kvantitatīvi uzskaitīt mezofīlās baktērijas un sēnītes, kuras ir spējīgas augt aerobos apstākļos.
 Šīs pārbaudes paredzētas galvenokārt tam, lai noteiktu, vai viela vai preparāts atbilst noteiktajām mikrobioloģiskās kvalitātes prasībām.  Izmantojot pārbaudes šādam mērķim, ievēro turpmāk minētās instrukcijas, tostarp to, cik daudz paraugu jāņem, un iegūtos rezultātus interpretē saskaņā ar turpmāk norādīto.
Metodes nav piemērojamas produktiem, kas satur dzīvotspējīgus mikroorganismus kā aktīvas sastāvdaļas.
Var izmantot alternatīvas mikrobioloģiskās procedūras, ieskaitot automatizētās metodes, ar noteikumu, ka ir pierādīta to līdzvērtība Farmakopejas metodei.
2. VISPĀRĒJĀS PROCEDŪRAS
Noteikšanu veic apstākļos, kādi paredzēti, lai izvairītos no pārbaudāmo produktu ārēja bakteriāla piesārņojuma.  Piesardzības pasākumiem jābūt tādiem, lai tie neietekmētu mikroorganismus, kam pārbaudes rezultātā ir jāparādās.
Ja pārbaudāmajam produktam piemīt antibakteriālā aktivitāte, tā, ciktāl iespējams, jānovērš vai jāneitralizē. Ja šā mērķa sasniegšanai tiek izmantoti inaktivatori, jāparāda to efektivitāte un netoksicitāte attiecībā uz mikroorganismiem.
Ja parauga sagatavošanā tiek izmantotas virsmaktīvas vielas, jāparāda to netoksiskā iedarbība uz mikroorganismiem un to savietojamība ar izmantotajiem inaktivatoriem.
3. UZSKAITĪŠANAS METODES
Izmanto membrānu filtrācijas metodi vai skaitīšanas plates metodi, kā norādīts.  Visvarbūtīgākā skaita (MPN) metode parasti ir vismazāk precīzā metode mikroorganismu skaita noteikšanai, tomēr noteiktām produktu grupām ar ļoti zemu bioloģiskā piesārņojuma līmeni tā var būt vispiemērotākā metode.
Metodes izvēle pamatojas uz tādiem faktoriem kā produkta īpašības un nepieciešamās mikroorganismu skaita robežvērtības. Izvēlētajai metodei jādod iespēja pārbaudīt pietiekamu parauga daudzumu, lai varētu novērtēt atbilstību specifikācijai. Jānosaka izvēlētās metodes piemērotība.
4. AUGŠANAS VEICINĀŠANAS TESTS UN SKAITĪŠANAS METODES PIEMĒROTĪBA
4-1. VISPĀRĒJI APSVĒRUMI
Jānosaka, vai ar konkrēto testu ir iespējams noteikt mikroorganismus pārbaudāmā produkta klātbūtnē.
Ja pārbaudes procedūrā vai produktā tiek veiktas kādas pārmaiņas, kas var ietekmēt pārbaudes iznākumu, pārbaudes piemērotība ir jāapstiprina.
4-2. KONTROLES CELMU sagatavošana
Lieto standartizētas stabilas kontroles celmu suspensijas vai tās sagatavo saskaņā ar turpmāk norādīto. Pārbaudes kultūru pārsēšana jāveic tā, lai inokulēšanai izmantotie mikroorganismi nebūtu pārsēti vairāk par 5 reizēm kopš sākotnējās partijas izveidošanas. Baktēriju un sēnīšu kontroles celmus kultivē atsevišķi, kā tas norādīts 2.6.12.-2. tabulā.
Kontroles suspensiju iegūšanai izmanto buferētu nātrija hlorīda – peptona šķīdumu (pH 7,0) vai fosfāta buferšķīdumu (pH 7,2); lai suspendētu A.niger sporas, pie bufera pievieno polisorbātu 80 līdz 0,05%. Suspensijas jāizlieto 2 stundu laikā vai 24 stundu laikā, ja tās tiek uzglabātas 2–8 °C temperatūrā. Tālākai pārbaužu inokulēšanai kā alternatīva A.niger vai B.subtilis veģetatīvo šūnu svaigas suspensijas sagatavošanai un pēc tam atšķaidīšanai ir stabilas sporu suspensijas sagatavošana un pēc tam atšķaidīšana atbilstošā tilpumā. Stabilu sporu suspensiju 2–8 °C temperatūrā var uzglabāt apstiprinātu laika periodu.
4-3. NEGATĪVĀ KONTROLE
Lai pārliecinātos par pārbaudes apstākļiem, veic negatīvo kontroli, pārbaudes preparāta vietā izmantojot izvēlēto atšķaidītāju. Nedrīkst notikt mikroorganismu augšana.
4-4. BAROTNES AUGŠANAS VEICINĀŠANA
Pārbauda katru lietošanai gatavās barotnes partiju un katru partiju ar barotni, kas sagatavota vai nu no dehidrētas barotnes, vai no aprakstītajām sastāvdaļām.
Kazeīna - sojas pupiņu hidrolizāta buljonu mēģenēs un kazeīna - sojas pupiņu hidrolizāta agaru platēs inokulē ar mazu skaitu (ne vairāk par 100 KVV) 2.6.12.-2. tabulā norādīto mikroorganismu, katram izmantojot atsevišķu mēģeni/plati. Plates ar Saburo – dekstrozes agaru inokulē ar mazu skaitu (ne vairāk par 100 KVV) 2.6.12.-2. tabulā norādītajo mikroorganismu, katram izmantojot atsevišķu plati. Inkubē 2.6.12.-2. tabulā norādītajos apstākļos.
Uz agara barotnēm iegūtais augums nedrīkst vairāk kā par divām reizēm atšķirties no standartizētā uzsējas materiāla aprēķinātās vērtības. Svaigi sagatavotam uzsējas materiālam uz pārbaudītas barotnes partijas mikroorganismu augums ir salīdzināms ar iepriekš iegūto. Šķidrās barotnes ir izmantojamas, ja labi novērojams mikroorganismu augums ir salīdzināms ar to, kas iepriekš iegūts ar pārbaudītu barotnes partiju.
4-5. SKAITĪŠANAS METODES IZMANTOJAMĪBA PRODUKTA KLĀTBŪTNĒ
4-5-1. Parauga sagatavošana. Parauga sagatavošanas metode ir atkarīga no pārbaudāmā produkta fizikālajām īpašībām. Ja neviena no turpmāk aprakstītajām metodēm nav apmierinoša, jāizstrādā alternatīva procedūra.
Ūdenī šķīstošie produkti. Pārbaudāmo produktu izšķīdina vai atšķaida (parasti tiek sagatavots 1:10 atšķaidījums) buferētā nātrija hlorīda – peptona šķīdumā (pH 7,0), fosfāta buferšķīdumā (pH 7,2) vai kazeīna un sojas pupiņu hidrolizāta buljonā. Nepieciešamības gadījumā pH noregulē uz 6-8. Tālākos atšķaidījumus, ja tādi ir nepieciešami, pagatavo ar to pašu atšķaidītāju.
2.6.12.-2. tabula: Testa mikroorganismu sagatavošana un izmantošana

	Mikroorganisms
	Kontroles celma sagatavošana
	Augšanas veicināšana
	Skaitīšanas metodes izmantojamība produkta klātbūtnē

	
	
	Kopējais aerobo mikroorganismu skaits
	Kopējais raugu un pelējuma sēnīšu skaits
	Kopējais aerobo mikroorganismu skaits
	Kopējais raugu un pelējuma sēnīšu skaits

	Staphylococcus aureus, tādi kā: ATCC 6538 NCIMB 9518 CIP 4.83 NBRC 13276

	 Kazeīna – sojas pupiņu hidrolizāta agars vai kazeīna – sojas pupiņu hidrolizāta buljons
30-35 °C
18-24 stundas
	Kazeīna – sojas pupiņu hidrolizāta agars un kazeīna – sojas pupiņu hidrolizāta buljons
≤ 100 KVV
30-35 °C
≤ 3 dienas
	-
	Kazeīna – sojas pupiņu hidrolizāta agars/MPN kazeīna - sojas pupiņu hidrolizāta buljons
≤ 100 KVV
30-35 °C
≤ 3 dienas
	-

	Pseudomonas aeruginosa, tādas kā: ATCC 9027 NCIMB 8626 CIP 82.118 NBRC 13275 
	Kazeīna – sojas pupiņu hidrolizāta agars vai kazeīna – sojas pupiņu hidrolizāta buljons
30-35 °C
18-24 stundas
	Kazeīna –sojas Saburo –dekstrozes vai kartupeļu – dekstrozes agars
20-25 °C
5-7 dienas vai, kamēr tiek sasniegta laba sporulēšanās
	-
	Kazeīna – sojas pupiņu hidrolizāta agars/MPN kazeīna - sojas pupiņu hidrolizāta buljons
≤ 100 KVV
30-35 °C
≤ 3 dienas
	-

	Bacillus subtilis tādas kā: ATCC 6633 NCIMB 8054 CIP 52.62 NBRC 3134

	Kazeīna – sojas pupiņu hidrolizāta agars vai kazeīna – sojas pupiņu hidrolizāta buljons
30-35 °C
18-24 stundas
	Kazeīna – sojas pupiņu hidrolizāta agars un kazeīna – sojas pupiņu hidrolizāta buljons
≤ 100 KVV
30-35 °C
≤ 3 dienas
	-
	Kazeīna – sojas pupiņu hidrolizāta agars/MPN kazeīna - sojas pupiņu hidrolizāta buljons
≤ 100 KVV
30-35 °C
≤ 3 dienas
	-

	Candida albicans, tādas kā: ATCC 10231 NCPF 3179 IP 48.72 NBRC 1594

	Saburo – dekstrozes agars vai Saburo – dekstrozes buljons 20-25 °C
2 - 3 dienas
	Kazeīna – sojas pupiņu hidrolizāta agars
≤ 100 KVV
30-35 °C
≤ 5 dienas
	Saburo – dekstrozes agars
≤ 100 KVV
20-25 °C
≤ 5 dienas
	Kazeīna – sojas pupiņu hidrolizāta agars
≤ 100 KVV
30-35 °C
≤ 5 dienas
 Visvarbūtīgākā skaita metode: nepiemēro
	Saburo – dekstrozes agars
≤ 100 KVV
20-25 °C
≤ 5 dienas

	Aspergillus niger, tādas kā: ATCC 16404 IMI 149007 IP 1431.83 NBRC 9455

	Saburo – dekstrozes agars vai kartupeļu – dekstrozes agars
20-25 °C
5-7 dienas vai, kamēr tiek sasniegta laba sporulēšanās
	Kazeīna – sojas pupiņu hidrolizāta agars
≤ 100 KVV
30-35 °C
≤ 5 dienas
	Saburo – dekstrozes agars
≤ 100 KVV
20-25 °C
≤ 5 dienas
	Kazeīna – sojas pupiņu hidrolizāta agars
≤ 100 KVV
30-35 °C
≤ 5 dienas
Visvarbūtīgākā skaita metode: nepiemēro
	Saburo – dekstrozes agars
≤ 100 KVV
20-25 °C
≤ 5 dienas


Ūdenī nešķīstošie taukus nesaturošie produkti. Pārbaudāmo produktu suspendē (parasti tiek sagatavots 1:10 atšķaidījums) buferētā nātrija hlorīda – peptona šķīdumā (pH 7,0), fosfāta buferšķīdumā (pH 7,2) vai kazeīna – sojas pupiņu hidrolizāta buljonā. Lai pagatavotu suspensiju no slikti samitrināmām vielām, var pievienot piemērotu virsmaktīvu vielu, piemēram, polisorbātu 80 līdz 1 g/l. Nepieciešamības gadījumā pH noregulē uz 6-8. Tālākos atšķaidījumus, ja tādi ir nepieciešami, pagatavo ar to pašu atšķaidītāju.
Taukus saturošie produkti. Izšķīdina sterili nofiltrētā izopropilmiristātā vai sajauc pārbaudāmo produktu ar minimāli nepieciešamo daudzumu sterila polisorbāta 80 vai citu neinhibējošu sterilu virsmaktīvu vielu, kas nepieciešamības gadījumā uzsildīta līdz 40 °C vai, izņēmuma gadījumā, līdz 45 °C.  Rūpīgi samaisa un nepieciešamības gadījumā iztur noteiktā temperatūrā ūdens vannā. Pievieno pietiekamu daudzumu iepriekš uzsildītu izvēlēto atšķaidītāju, lai pagatavotu sākotnējā produkta 1:10 atšķaidījumus. Rūpīgi samaisa, inkubējot paaugstinātajā temperatūrā īsāko iespējamo laiku, kamēr izveidojas emulsija. Nākamos desmitkārtīgos atšķaidījumus var sagatavot, izmantojot izvēlēto atšķaidītāju, kas satur piemērotu daudzumu sterila polisorbāta 80 vai citas virsmaktīvas vielas.
Šķidrumi vai cietas vielas aerosola formā. Aseptiski pārnes produktu membrānu filtrēšanas iekārtā vai sterilā traukā, lai vēlāk noņemtu paraugu. Izmanto vai nu visu daudzumu, vai arī noteiktu skaitu vai izmērītu devu no katra pārbaudes trauka.
Plāksteri medikamentu ievadīšanai caur ādu. Noņem medikamentu ievadīšanai caur ādu paredzēto plāksteru apvalciņus un plāksterus novieto ar lipīgo pusi uz augšu uz sterilas stikla vai plastmasas paplātes. Pārsedz lipīgās virsmas ar sterilu porainu materiālu, piemēram, sterilu marli, lai izvairītos no plāksteru salipšanas, un plāksterus pārnes izvēlētā atšķaidītāja piemērotā tilpumā, kas satur attiecīgos inaktivatorus, piemēram, polisorbātu 80 un/vai lecitīnu. Enerģiski krata vismaz 30 minūtes.
4-5-2. Inokulēšana un atšķaidīšana.  Paraugam, kas sagatavots kā iepriekš aprakstīts (4-5-1), un kontrolpreparātam (bez testa materiāla) pievieno pietiekamu tilpumu mikrobioloģiskās suspensijas, lai iegūtu uzsējas materiālu, kura koloniju veidojošo vienību skaits nepārsniedz 100.  Uzsējas materiāla suspensijas tilpums nedrīkst pārsniegt 1% no atšķaidītā produkta tilpuma.
Lai uzrādītu pieņemamu produkta mikrobioloģiskā satura atgūšanu, pārbaudei jāizmanto parauga zemākais iespējamais atšķaidījums. Ja tas nav iespējams parauga antibakteriālās aktivitātes vai zemās šķīdības dēļ, jāizstrādā piemērotas procedūras. Ja citādi nevar izvairīties no parauga radītās augšanas inhibīcijas, mikrobioloģiskās suspensijas alikvotu var pievienot pēc parauga neitralizācijas, atšķaidīšanas vai filtrēšanas.
4-5-3. Antibakteriālās aktivitātes neitralizēšana/noņemšana. Mikroorganismu skaitu, kas iegūts no sagatavotā parauga, kurš atšķaidīts saskaņā ar 4-5-2. nodaļas prasībām un inkubēts saskaņā ar 4-5-4. nodaļas prasībām, salīdzina ar mikroorganismu skaitu, kas iegūts no kontrolpreparāta.
Ja augšana ir inhibēta (samazinājums vairāk nekā divas reizes), tad maina daļiņu skaitīšanas testa procedūru, lai nodrošinātu korektus rezultātus. Procedūras maiņa var nozīmēt, piemēram, 1) kultivēšanas barotnes vai atšķaidītāja tilpuma palielināšanu, 2) specifisku vai vispārēju neitralizējošo līdzekļu pievienošanu atšķaidītājam, 3) membrānu filtrēšanu vai 4) visu šo pasākumu kombināciju.
Neitralizējoši līdzekļi. Lai neitralizētu antibakteriālo līdzekļu aktivitāti, var izmantot neitralizējošus līdzekļus (2.6.12.-3. tabula). Tos vēlams pievienot izvēlētajam atšķaidītājam vai barotnei pirms sterilizēšanas. Ja šādus līdzekļus izmanto, jāpierāda to efektivitāte un netoksicitāte attiecībā uz mikroorganismiem, veicot tukšo eksperimentu ar neitralizējošo līdzekli un bez produkta.
2.6.12.-3. tabula :Vispārlietojamie traucējošo vielu neitralizējošie līdzekļi
	Traucējošā viela
	Iespējamais neitralizējošais līdzeklis

	Glutāraldehīds, dzīvsudraba savienojumi
	Nātrija hidrogēnsulfīts (nātrija bisulfīts)

	Fenoli, spirti, aldehīdi, sorbāts
	Atšķaidīšana

	Aldehīdi
	Glicīns

	Ceturtējie amonija savienojumi (QACs), parahidroksibenzoāti (parabēni), bis-biguanīdi
	Lecitīns

	QACs, joda savienojumi, parabēni
	Polisorbāts

	Dzīvsudraba savienojumi
	Tioglikolāts

	Dzīvsudraba savienojumi, halogēni, aldehīdi
	Tiosulfāts

	EDTA (edetāts)
	Mg2+ vai Ca2+ joni


Ja nav iespējams atrast piemērotu neitralizēšanas metodi, var pieņemt, ka nespēja izdalīt inokulēto mikroorganismu ir saistīta ar produkta mikrobicīdo aktivitāti. Šī informācija palīdz noteikt, ka produkts, visticamāk, nav kontaminēts ar doto mikroorganismu sugu. Tomēr ir iespējams, ka produkts tikai inhibē dažu šajā dokumentā norādīto mikroorganismu augšanu, bet neinhibē citus, kas nav iekļauti starp kontroles celmiem vai kuri nav pēdējo tipiskie pārstāvji. Tādā gadījumā veic pārbaudi ar lielāku atšķaidījumu, kas ir savietojams ar mikroorganismu augšanu un specifisko pieņemamības kritēriju.
4-5-4. Mikroorganismu augšana produkta klātbūtnē. Katram sarakstā minētajam mikroorganismam veic atsevišķas pārbaudes. Tiek skaitīti tikai pievienotie kontroles celma mikroorganismi.
4-5-4-1. Membrānu filtrēšana. Izmanto membrānu filtrus, kuru nominālais poru izmērs nav lielāks par 0,45 μm. Filtrējošā materiāla tipu izvēlas tādu, lai pētāmā parauga sastāvdaļas neietekmē baktēriju aizturēšanas efektivitāti. Katram sarakstā minētajam mikroorganismam izmanto vienu membrānu filtru.
Pietiekamu daudzumu parauga, kas sagatavots saskaņā ar 4-5-1., 4-5-2. un 4-5-3. nodaļas norādījumiem (vēlams 1 gramu produkta vai arī mazāk, ja gaidāms liels koloniju veidojošo vienību skaits), pārnes uz membrānu filtru, nekavējoties filtrē un membrānu filtru skalo ar atbilstošu daudzumu atšķaidītāja.
Lai noteiktu kopējo aerobo mikroorganismu skaitu (TAMC), pārnes membrānu filtru uz kazeīna – sojas pupiņu hidrolizāta agara virsmas. Lai noteiktu kopējo kombinēto rauga/pelējuma sēnīšu skaitu (TYMC), pārnes membrānu filtru uz Saburo – dekstrozes agara virsmas. Plates inkubē saskaņā ar 2.6.12.-2. tabulas norādījumiem. Saskaita izaugušās kolonijas.
4-5-4-2. Skaitīšanas plates metodes.  Skaitīšanu ar šo metodi veic vismaz divām paralēlām platēm katrai barotnei un izmanto saskaitītā lieluma vidējo vērtību.
4-5-4-2-1. Uzlietās plates kultivēšanas metode.
Petri platēs, kuru diametrs ir 9 cm, ienes 1 ml parauga, kas sagatavots saskaņā ar 4-5-1. – 4-5-3. nodaļas norādījumiem, un 15-20 ml izkausētas kazeīna – sojas pupiņu hidrolizāta agara vai Saburo – dekstrozes agara, turklāt barotņu temperatūra nedrīkst pārsniegt 45 °C. Ja tiek izmantotas lielākas Petri plates, jāņem lielāks agara tilpums. Katram 2.6.12.-2. tabulā minētajam mikroorganismam jāizmanto vismaz divas Petri plates. Inkubē plates saskaņā ar 2.6.12.-2. tabulas norādījumiem. Aprēķina aritmētisko vidējo saskaitītajām vērtībām uz katras barotnes un aprēķina KVV skaitu sākotnējā uzsējas materiālā.
4-5-4-2-2. Virsmizkliedes metode.
Petri platēs, kuru diametrs ir 9 cm, ienes 5-20 ml izkausētas kazeīna – sojas pupiņu hidrolizāta agara vai Saburo – dekstrozes agara, turklāt barotņu temperatūra nedrīkst pārsniegt 45 °C, un ļauj agaram sacietēt. Ja tiek izmantotas lielākas Petri plates, jāņem atbilstoši lielāks agara tilpums. Plates izžāvē, piemēram, laminārajā gaisa plūsmā vai termostatā. Katram 2.6.12.-2. tabulā minētajam mikroorganismam izmanto vismaz divas Petri plates. Izkliedē uz agara virsmas saskaņā ar 4-5-1. – 4-5-3. nodaļas prasībām sagatavotā parauga nomērīto tilpumu, kas nedrīkst būt mazāks par 0,1ml. Inkubē un saskaita kolonijas, kā aprakstīts 4-5-4-2-1. nodaļā.
4-5-4-3. Visvarbūtīgākā skaita (MPN) metode  Visvarbūtīgākā skaita metodes precizitāte un pareizība ir mazāka par membrānu filtrācijas metodi vai skaitīšanas plates metodi.  Nedrošus rezultātus iegūst pelējuma sēnīšu skaitīšanā. Šī iemesla dēļ visvarbūtīgākā skaita metodi izmanto kopējo aerobo mikroorganismu skaita noteikšanai gadījumos, kad citas metodes nav izmantojamas. Ja šīs metodes izmantošana ir apstiprināta, rīkojas, kā norādīts turpmāk.
Sagatavo vismaz 3 secīgus desmitkārtīgus produkta atšķaidījumus, kā tas aprakstīts 4-5-1. – 4-5-3. nodaļā. No katra atšķaidījuma trīs alikvotas no 1 grama vai 1 ml tiek izmantotas, lai inokulētu 3 mēģenes ar 9-10 ml kazeīna- sojas pupiņu hidrolizāta buljona. Nepieciešamības gadījumā barotnei var pievienot virsmaktīvas vielas, piemēram, polisorbātu 80, vai antibakteriālo līdzekļu inaktivatorus. Tātad, ja tiek sagatavoti trīs atšķaidījumi, inokulētas tiks 9 mēģenes.
Visas mēģenes inkubē 30-35 °C temperatūrā ne ilgāk par 3 dienām. Ja rezultātu nolasīšana pārbaudāmā produkta īpašību dēļ ir apgrūtināta vai neskaidra, pārsēj kultūru tajā pašā barotnē vai uz kazeīna – sojas pupiņu hidrolizāta agara, un kultivēšanu turpina 1-2 dienas tajā pašā temperatūrā, un tālākai izvērtēšanai izmanto jaunos rezultātus. Pēc 2.6.12.-4. tabulas nosaka mikroorganismu daudzpakāpju atšķaidījumu pārbaudāmā produkta gramā vai mililitrā.
4-6. REZULTĀTI UN INTERPRETĀCIJA
Ja pārbaudē tiek izmantota membrānu filtrācijas metode vai skaitīšanas plates metode, bez analizējamā produkta jāiegūst kontroles mikroorganismu vidējās skaitliskās vērtības, kas no 4-5-2. nodaļā definētās inokulanta vērtības neatšķiras vairāk kā par 2 reizēm. Ja pārbaudē tiek izmantota visvarbūtīgākā skaita metode, jāiegūst aprēķinātās uzsējas materiāla vērtības, kas atrodas 95% ticamības robežās no kontroles vērtības.
Ja minētos kritērijus nevar sasniegt ar vienu vai vairākiem pārbaudē izmantotajiem mikroorganismiem, produkta pārbaudei jāizmanto metodes un pārbaudes apstākļi, kas dod visprecīzākos rezultātus.
5. PRODUKTU PĀRBAUDĪŠANA
5-1. PĀRBAUDĒ IZMANTOJAMAIS DAUDZUMS
Ja nav norādīts citādi, pārbaudei izvēlas 10 gramus vai 10 ml pārbaudāmā produkta, ievērojot iepriekšminētos ieteikumus. Šķidrumiem vai cietām vielām aerosola formā paraugus ņem no 10 tvertnēm. Pārbauda arī 10 medikamentu ievadīšanai caur ādu domātos plāksterus.
Pārbaudāmo daudzumu var samazināt aktīvām vielām, kuru sastāvs noteiktajos apstākļos ir šāds: daudzums uz devas vienību (piemēram, tableti, kapsulu, injekciju) ir mazāks par vai vienāds ar 1 mg vai daudzums uz gramu vai mililitru (preparātiem, kurus neizsaka devas vienībās) ir mazāks par 1 mg. Šajos gadījumos pārbaudāmais daudzums nedrīkst būt mazāks par daudzumu, kas atrodas produkta 10 devas vienībās vai 10 gramos, vai 10 ml.
Materiāliem, kas tiek izmantoti kā aktīvās vielas, kur paraugu daudzums ir ierobežots vai sērijas apjoms ir ārkārtīgi mazs (t.i., mazāks par 1000 ml vai 1000 gramiem), pārbaudāmajam daudzumam jābūt 1% no sērijas, ja vien netiek norādīts vai pamatots un atļauts vēl mazāks daudzums.
Produktiem, kuru kopējais vienību skaits sērijā ir mazāks par 200 (piemēram, klīniskajos pētījumos izmantotajiem paraugiem), parauga apjomu var samazināt līdz 2 vienībām vai 1 vienībai, ja apjoms ir mazāks par 100.
Izvēlas nejaušus paraugus no preparāta beramā materiāla vai pieejamas tvertnes.  Lai iegūtu nepieciešamo daudzumu, paraugu veido, sajaucot vairāku tvertņu saturu.
5-2. PARAUGA PĀRBAUDE
5-2-1. Membrānu filtrēšana
Izmanto filtrēšanas aparātu, kas ir konstruēts tā, lai filtru būtu iespējams pārnest uz kultivēšanas vidi. Sagatavo paraugu ar metodi, kas saskaņā ar 4. nodaļas prasībām ir izrādījusies izmantojama, un pārnes piemērotu daudzumu uz katru no diviem membrānu filtriem. Filtrē nekavējoties. Filtru mazgā saskaņā ar kādu no ieteicamām procedūrām.
Lai noteiktu kopējo aerobo mikroorganismu skaitu (TAMC), pārnes vienu membrānu filtru uz kazeīna – sojas pupiņu hidrolizāta agara virsmas. Lai noteiktu kopējo rauga/pelējuma sēnīšu skaitu (TYMC), otru membrānu filtru pārnes uz Saburo – dekstrozes agara virsmas. Plates ar kazeīna – sojas pupiņu hidrolizāta agaru inkubē 3-5 dienas 30-35 °C temperatūrā, bet plates ar Saburo- dekstrozes agaru inkubē 5-7 dienas 20-25 °C temperatūrā. Aprēķina koloniju veidojošo vienību skaitu uz produkta gramu vai mililitru.
Ja tiek pārbaudīti plāksteri medikamentu ievadīšanai caur ādu, atsevišķi caur 2 sterilām filtra membrānām nofiltrē 10% no 4-5-1. nodaļā aprakstītā preparāta tilpuma. Pārnes vienu membrānu uz kazeīna – sojas pupiņu hidrolizāta agara kopējā aerobo mikroorganismu (TAMC) skaita noteikšanai, bet otru membrānu uz Saburo- dekstrozes agaru kopējā rauga/pelējuma sēnīšu (TYMC) skaita noteikšanai.
5-2-2. Skaitīšanas plates metodes
5-2-2-1. Uzlietās plates kultivēšanas metode.
Sagatavo paraugu ar metodi, kas saskaņā ar 4. nodaļas prasībām ir izrādījusies izmantojama. Ar katru vidi katram atšķaidījumam sagatavo vismaz 2 Petri plates. Plates ar kazeīna – sojas pupiņu hidrolizāta agaru inkubē 3-5 dienas 30-35 °C temperatūrā, bet plates ar Saburo- dekstrozes agaru inkubē 5-7 dienas 20-25 °C temperatūrā. Izvēlas plates, kas atbilst vienam atšķaidījumam un kurās lielākais koloniju skaits ir mazāks par 250 kopējā aerobo mikroorganismu (TAMC) skaita noteikšanai vai 50 kopējā rauga/pelējuma sēnīšu (TYMC) skaita noteikšanai. Izrēķina aritmētisko vidējo vērtību katrai izmantotajai barotnei, un aprēķina koloniju veidojošo vienību skaitu gramā vai mililitrā produkta.
2.6.12.-4. tabula: Visvarbūtīgākā skaita vērtības mikroorganismiem
	Novērotā mēģeņu skaita kombinācija, kad katra komplekta mēģenēs ir novērojams augums
	Visvarbūtīgākais skaits uz produkta gramu vai mililitru
	95% ticamības robeža

	Produkta gramu vai mililitru skaits uz mēģeni
	
	

	0.1
	0.01
	0.001
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	0
	0
	<3
	0-9.4

	0
	0
	1
	3
	0.1-9.5

	0
	1
	0
	3
	0.1-10

	0
	1
	1
	6.1
	1.2-17

	0
	2
	0
	6.2
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	0
	3
	0
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	0
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	1
	0
	1
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	1
	0
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	1
	1
	0
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	0
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	2
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	1
	0
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	1
	1
	75
	17-199

	3
	1
	2
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	1
	3
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	3
	2
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	3
	2
	1
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	3
	2
	2
	210
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	3
	2
	3
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	3
	0
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	3
	1
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	3
	3
	2
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	3
	3
	3
	> 1100
	


5-2-2-2. Virsmizkliedes metode.
Sagatavo paraugu ar metodi, kas saskaņā ar 4. nodaļas prasībām ir izrādījusies izmantojama. Ar katru vidi un katram atšķaidījumam sagatavo vismaz 2 Petri plates. Plašu inkubēšanu un koloniju veidojošo vienību skaitīšanu veic analogi iepriekš aprakstītajam nodaļā „Uzlietās plates kultivēšanas metode”.
5-2-3. Visvarbūtīgākā skaita metode
Sagatavo un atšķaida paraugu ar metodi, kas saskaņā ar 4. nodaļas prasībām ir izrādījusies izmantojama. Visas mēģenes inkubē 30-35 °C temperatūrā 3-5 dienas. Nepieciešamības gadījumā kultūru pārsēj, izmantojot atbilstošu metodi. Katrā atšķaidījumā pieraksta mēģeņu skaitu, kurā novēro mikroorganismu augšanu. Pēc 2.6.12.-4. tabulas nosaka visiespējamāko mikroorganismu skaitu pārbaudāmā produkta gramā vai mililitrā.
5-3. REZULTĀTU INTERPRETĀCIJA
Tiek uzskatīts, ka kopējais aerobo mikroorganismu skaits (TAMC) ir vienāds ar koloniju veidojošo vienību skaitu, kāds izaug uz kazeīna – sojas pupiņu hidrolizāta agara. Ja uz šā agara konstatē sēnīšu kolonijas, tās tiek uzskaitītas kā kopējā aerobo mikroorganismu skaita sastāvdaļa. Kopējais kombinētais rauga/pelējuma sēnīšu skaits (TYMC) tiek uzskatīts par vienādu ar koloniju veidojošo vienību skaitu, kāds izaug uz Saburo – dekstrozes agara, ja uz šā agara konstatē baktēriju kolonijas, tās tiek uzskaitītas kā kopējā rauga/pelējuma sēnīšu skaita sastāvdaļa. Ja tiek uzskatīts, ka kopējais rauga/pelējuma sēnīšu skaits pārsniedz pieņemamos kritērijus bakteriālā auguma dēļ, var izmantot Saburo – dekstrozes agaru ar antibiotiku piedevām. Ja skaitīšanu veic ar visvarbūtīgākā skaita (MPN) metodi, aprēķinātā vērtība ir kopējais aerobo mikroorganismu skaits.
Ja ir norādīti mikrobioloģiskās kvalitātes pieņemamības kritēriji, tos interpretē šādi:
—
01 KVV: maksimālais pieņemamais skaits = 20;
—
102 KVV: maksimālais pieņemamais skaits = 200;
—
103 KVV: maksimālais pieņemamais skaits = 2000, un tā tālāk.
Ieteicamie šķīdumi un barotnes ir aprakstītas 2.6.13. vispārējā nodaļā (B sadaļā „Saskaņotā metode”).
2.6.14. BAKTERIĀLIE ENDOTOKSĪNI
Bakteriālo endotoksīnu tests tiek izmantots, lai, izmantojot Amerikas zobenastes (Limulus polyphemus vai Tachypleus tridentatus) amebiocītu lizātu, noteiktu gramnegatīvo baktēriju izcelsmes endotoksīnus vai to daudzumu. Šo testu var veikt trijos veidos: ar gela izveidošanās metodi, kas pamatojas uz gela sarecēšanu, ar turbidimetrisko metodi, kas pamatojas uz duļķainības rašanos pēc endogenā substrāta sašķelšanas, un ar hromogēno metodi, kas pamatojas uz krāsojuma rašanos pēc sintētiskā peptīda – hromofora kompleksa sašķelšanas.
Šajā nodaļā aprakstītas 6 metodes:
A metode
Gela izveidošanās metode: pieļaujamības tests
B metode
Gela izveidošanās metode: puskvantitatīvais tests
C metode
Turbidimetriskā kinētiskā metode
D metode
Hromogēnā kinētiskā metode
E metode
Hromogēnā beigpunkta metode
F metode
Turbidimetriskā beigpunkta metode
Pārbaudi veic ar jebkuru no 6 metodēm. Šaubu vai domstarpību gadījumā galīgo lēmumu pieņem, pamatojoties uz A metodi, ja vien monogrāfijā nav norādīts citādi.
Testu veic tā, lai nepieļautu parauga piesārņošanu ar endotoksīnu.
Aprīkojums
Atbrīvojas no pirogēniem uz visiem stikla traukiem un cita termiski izturīga aprīkojuma, to validētā procesā izkarsējot žāvēšanas skapī. Parasti termiskās apstrādes minimālais laiks ir 30 minūtes un minimālā temperatūra – 250 °C. Ja darbā tiek izmantots plastmasas aprīkojums, piemēram, mikrotitrēšanas plates un automātisko dozatoru plastmasas uzgaļi, jāizmanto aprīkojums, kas ir brīvs no nosakāmiem endotoksīniem un kas nevar ietekmēt pārbaudes rezultātus.
PIEZĪME: Šajā nodaļā termins „mēģene” aptver visu veidu tvertnes, piemēram, mikrotitrēšanas plates iedobītes.
Standarta endotoksīnu izejas šķīduma sagatavošana
Standarta endotoksīnu izejas šķīdumu sagatavo no endotoksīna atsauces standarta, kas ir nokalibrēts saskaņā ar Starptautisko standartu, piemēram, BRP endotoksīna standartu.
Endotoksīna daudzumu izsaka Starptautiskajās vienībās (IU). Starptautiskā standarta vērtību starptautiskajās vienībās (IU) nosaka Pasaules Veselības organizācija.
PIEZĪME: Viena endotoksīna starptautiskā vienība (IU) ir vienāda ar vienu Endotoksīna vienību (E.U.).
Standarta endotoksīna izejas šķīduma pagatavošanā un uzglabāšanā ievēro norādījumus, kas atrodami lietošanas pamācībā un uz marķējuma.
 Standarta endotoksīna šķīdumu sagatavošana
Pēc standarta endotoksīna izejas šķīduma enerģiskas samaisīšanas, izmantojot bakteriālo endotoksīnu testam paredzēto ūdeni (BET ūdens), sagatavo atbilstošus sērijveida atšķaidījumus. Šķīdumus izlieto maksimāli ātri, lai izvairītos no adsorbcijas radītās aktivitātes zaudēšanas.
Testa šķīdumu sagatavošana
Sagatavo testa šķīdumus, BET ūdenī izšķīdinot vai atšķaidot aktīvās vielas vai medicīniskos preparātus. Dažas vielas vai preparātus piemērotāk ir izšķīdināt vai atšķaidīt citos ūdens šķīdumos. Nepieciešamības gadījumā koriģē testa šķīduma (vai tā atšķaidījuma) pH tā, lai lizāta un testa šķīduma maisījuma pH būtu lizāta ražotāja norādītajā pH diapazonā. Parasti tas attiecas uz produktu, kura pH atrodas diapazonā 6,0-8,0. pH var koriģēt ar skābi, sārmu vai piemērotu buferšķīdumu, kā ieteicis lizāta ražotājs. Skābes un sārmus var izgatavot no koncentrātiem vai cietām vielām ar BET ūdeni traukos, kas nesatur brīvi nosakāmus endotoksīnus.  Jāpārbauda, vai buferšķīdumā patiešām nav brīvi nosakāmu endotoksīnu un traucējošu vielu.
Maksimālā noderīgā atšķaidījuma noteikšana
Maksimālais noderīgais atšķaidījums (MVD) ir maksimālais pieļaujamais parauga atšķaidījums, kurā var noteikt endotoksīnu robežvērtību. Maksimālo noderīgo atšķaidījumu nosaka ar šādu formulu:
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Endotoksīna robežvērtība: parenterāli ievadītas aktīvās vielas endotoksīna robežvērtība, kuru nosaka saskaņā ar devu, ir vienāda ar:
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K = endotoksīna sliekšņa pirogēnā deva uz ķermeņa masas kilogramu vienu stundu ilgā laika periodā,
M = maksimālā ieteicamā produkta deva uz ķermeņa masas kilogramu vienu stundu ilgā laika periodā.
Farmakopejas monogrāfijās parenterāli ievadāmai aktīvai vielai endotoksīna robežvērtību izsaka vienībās, tādās kā IU/ml, IU/mg, IU/ bioloģiskās aktivitātes vienība utt.
Testa šķīduma koncentrācija:
—
mg/ml, ja endotoksīna robežvērtību nosaka masa (IU/mg),
—
vienībās uz ml, ja endotoksīna robežvērtību nosaka bioloģiskās aktivitātes vienība (IU/bioloģiskās aktivitātes vienība),
—
ml/ml, ja endotoksīna robežvērtību nosaka tilpums (IU/ml).
λ
= iezīmētā lizāta jutība gela izveidošanās metodē (IU/ml) vai zemākais punkts, kuru izmanto kalibrācijas līknē turbidimetriskajā metodē vai hromogēnajā metodē.
GELA IZVEIDOŠANĀS METODE (A UN B METODE)
Gela izveidošanās metode ļauj noteikt vai skaitīt endotoksīnus un pamatojas uz lizāta pārvēršanos par gelu endotoksīnu klātbūtnē. Endotoksīnu koncentrācija, kas nepieciešama lizāta pārvēršanai par gelu standartapstākļos, ir iezīmētā lizāta jutība. Lai nodrošinātu testa precizitāti un derīgumu, pārliecinās par iezīmētā lizāta jutību un veic pārbaudi, lai noteiktu mijiedarbojošos faktorus, kā tas aprakstīts nodaļā „1. Iepriekšējā pārbaude”.
1. IEPRIEKŠĒJĀ PĀRBAUDE
i) Iezīmētā lizāta jutības apstiprināšana
Pirms izmantot testā, četros atkārtojumos apstiprina lizāta šķīduma iezīmēto jutību λ, kas izteikta IU/ml. Lizāta jutības apstiprināšanu veic, ja tiek izmantota jauna lizāta sērija vai tiek veiktas kādas eksperimentālo apstākļu izmaiņas, kuras var ietekmēt pārbaudes iznākumu.
Atšķaidot standarta endotoksīna izejas šķīdumu ar BET ūdeni, sagatavo vismaz četru koncentrāciju standartšķīdumus, kas vienādi ar 2λ, λ, 0.5λ un 0.25λ.
Katrā mēģenē sajauc noteiktu tilpumu lizāta šķīduma ar tādu pašu tilpumu kāda standartšķīduma (piemēram, pa 0,1 ml alikvotām). Ja tiek izmantotas vienreizējās lietošanas pārbaudes stobriņi vai ampulas ar liofilizētu lizātu, šķīdumus pievieno tieši stobriņā vai ampulā. Reakcijas maisījumu, izvairoties no vibrācijas, saskaņā ar lizāta ražotāja ieteikumiem nemainīgu laiku inkubē nemainīgā temperatūrā (parasti 37±1 °C temperatūrā 60±2 minūtes). Pārbauda gela viengabalainību: pēc kārtas tieši no termostata paņem katru mēģeni un ar vienu līganu kustību to pagriež par 180°. Ja ir izveidojies viendabīgs gels, tas pēc mēģenes apgriešanas paliks savā vietā, un rezultāts ir uzskatāms par pozitīvu. Rezultāts ir negatīvs, ja nav izveidojies viendabīgs gels.
Tests nav derīgs, ja vien standartšķīduma zemākā koncentrācija visos atkārtojumos neuzrāda negatīvu rezultātu.
Beigpunkts ir pēdējais pozitīvais rezultāts sērijā ar krītošu endotoksīna koncentrāciju. Vidējo vērtību aprēķina kā logaritmu no beigpunkta koncentrācijas un tad aprēķina antilogaritmu no vidējās vērtības, izmantojot šādu vienādojumu:
Ģeometriskā vidējā beigpunkta koncentrācija = 
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Σ e = izmantotās atšķaidījumu sērijas beigpunktu koncentrāciju logaritmu summa,
f = atkārtojumu skaits.
Ģeometriskā vidējā beigpunkta koncentrācija ir izmērītā lizāta šķīduma jutība (IU/ml). Ja šis lielums nav mazāks par 0.5λ un nav lielāks par 2λ, iezīmētā jutība ir apstiprināta un tiek izmantota pārbaudēs, kurās lieto šo lizātu.
2.6.14.-1. tabula
	Šķīdums
	Endotoksīna koncentrācija/Šķīdums, kuram pievieno endotoksīnu
	Atšķaidītājs
	Atšķaidīšanas koeficients
	Sākotnējā endotoksīna koncentrācija
	Atkārtojumu skaits

	A
	Nav/Testa šķīdums
	-
	-
	-
	4

	B
	2λ/Testa šķīdums
	Testa šķīdums.
	1 

2 

4 

8
	2λ 

1λ 

0.5λ 

0.25λ
	4 

4 

4 

4

	C
	2λ/BET ūdens
	BET ūdens
	1 

2 

4 

8
	2λ 

1λ 

0.5λ 

0.25λ
	2 

2 

2 

2

	D
	Nav/BET ūdens
	-
	-
	-
	2

	A šķīdums = preparāta šķīdums, kas tiek pārbaudīts un nesatur brīvi nosakāmus endotoksīnus.
B šķīdums = traucējošo faktoru pārbaude.
C šķīdums = iezīmētā lizāta jutības kontrole.
D šķīdums = negatīvā kontrole (BET ūdens).


ii) Traucējošo faktoru pārbaude
Saskaņā ar 2.6.14.-1. tabulas norādījumiem sagatavo A, B, C un D šķīdumu, un testa šķīdumus izmanto atšķaidījumā, kas mazāks par maksimālo noderīgo atšķaidījumu (MVD) un neuzrāda brīvi nosakāmus endotoksīnus, pārbaudi veicot saskaņā ar nodaļas 1. „Iepriekšējā pārbaude, i) Iezīmētā lizāta jutības apstiprināšana” norādījumiem.
Ģeometriskā vidējā beigpunkta koncentrācijas šķīdumiem B un C nosaka saskaņā ar nodaļā 1. „Iepriekšējā pārbaude, i) Iezīmētā lizāta jutības apstiprināšana” atrodamo vienādojumu.
Traucējošo faktoru identificēšanas pārbaudi atkārto, ja metodes eksperimentālajos apstākļos tiek ieviestas kādas izmaiņas, kas varētu ietekmēt pārbaudes rezultātus.
Tests nav derīgs, ja vien visi A un D šķīdumu atkārtojumi neuzrāda gela veidošanos un C šķīduma reakcija apstiprina iezīmētā lizāta jutību.
Ja ar B šķīdumu noteiktā lizāta jutība nav mazāka par 0.5λ un nav lielāka par 2λ, testa šķīdums nesatur traucējošos faktorus, kas konkrētajos eksperimentālajos apstākļos ietekmē metodi. Pretējā gadījumā šķīdums traucē pārbaudes veikšanu.
Ja pārbaudāmais preparāts traucē pārbaudes veikšanu atšķaidījumā, kas mazāks par maksimālo noderīgo atšķaidījumu (MVD), pārbaudi, lai noskaidrotu traucējošos faktorus, atkārto lielākā atšķaidījumā, kas nepārsniedz maksimālo noderīgo atšķaidījumu (MVD). Jutīgāka lizāta izmantošana dod iespēju izmantot lielāku pārbaudāmā preparāta atšķaidījumu, un tas var palīdzēt novērst traucējošos faktorus.
Traucējošos faktorus var novērst ar atbilstošu apstrādi, piemēram, filtrēšanu, neitralizēšanu, dialīzi vai termisko apstrādi. Lai pārliecinātos, ka izvēlētā apstrāde efektīvi novērš metodes traucējumus bez endotoksīnu līmeņa pazemināšanas, atkārto traucējošo faktoru pārbaudi, izmantojot pārbaudāmo preparātu, kam pievienots standarta endotoksīns un kas pēc tam pakļauts izvēlētai apstrādei.
2.  pieļaujamības tests (a metode)
i) Procedūra
Saskaņā ar 2.6.14.-2. tabulā dotajiem norādījumiem sagatavo šķīdumus A, B, C un D un saskaņā ar 1.nodaļā „Iepriekšējā pārbaude, i) Iezīmētā lizāta jutības apstiprināšana” aprakstītajām procedūrām veic pārbaudi ar šiem šķīdumiem.
2.6.14.-2. tabula
	Šķīdums
	Endotoksīna koncentrācija/Šķīdums, kuram pievieno endotoksīnu
	Atkārtojumu skaits

	A
	Nav/Atšķaidīts testa šķīdums


	2

	B
	2λ/Atšķaidīts testa šķīdums


	2

	C
	2λ/BET ūdens


	2

	D
	Nav/BET ūdens


	2


Saskaņā ar 1. nodaļā „Iepriekšējā pārbaude, ii) Traucējošo faktoru pārbaude” aprakstīto sagatavo šķīdumu A un šķīdumu B (pozitīvo produkta kontroli), izmantojot atšķaidījumu, kas nepārsniedz maksimālo noderīgo atšķaidījumu (MVD), un apstrādi. Šķīdumi B un C (pozitīvās kontroles) satur standarta endotoksīnu koncentrācijā, kas atbilst divkāršai iezīmētā lizāta jutībai. Šķīdums D (negatīvā kontrole) satur tikai BET ūdeni.
ii) Interpretācija
Tests nav derīgs, izņemot gadījumus, kad abi pozitīvo kontroļu šķīdumu B un C atkārtojumi ir pozitīvi un abi negatīvās kontroles šķīduma D atkārtojumi ir negatīvi.
Pārbaudāmais preparāts atbilst prasībām, ja abos šķīduma A atkārtojumos tiek konstatēts negatīvs rezultāts. 

Ja abos šķīduma A atkārtojumos tiek konstatēts pozitīvs rezultāts:
—
ja pārbaudāmais preparāts tiek atšķaidīts līdz maksimālajam noderīgajam atšķaidījumam, tas neatbilst pārbaudei,
—
ja pārbaudāmais preparāts tiek atšķaidīts līdz atšķaidījumam, kas mazāks par maksimālo noderīgo atšķaidījumu, pārbaude jāatkārto atšķaidījumā, kas nav lielāks par maksimālo noderīgo atšķaidījumu.
Pārbaudi atkārto, ja šķīdumam A vienā atkārtojumā tiek konstatēts pozitīvs rezultāts, bet otrā atkārtojumā tiek konstatēts negatīvs rezultāts. Pārbaudāmais preparāts atbilst prasībām, ja atkārtotā pārbaudē abos šķīduma A atkārtojumos tiek konstatēts negatīvs rezultāts.
3. puskvantitatīvAIS TESTS (B metode) 
i) Procedūra
 Titrējot līdz beigpunktam, nosaka bakteriālo endotoksīnu daudzumu testa šķīdumā. Saskaņā ar 2.6.14.-3. tabulā dotajiem norādījumiem sagatavo šķīdumus A, B un C un D un, vadoties pēc 1.nodaļā „Iepriekšējā pārbaude, i) Iezīmētā lizāta jutības apstiprināšana” aprakstītās procedūras, veic šo šķīdumu pārbaudi.
ii) Aprēķini un interpretācija
Tests ir nederīgs, izņemot gadījumus, kad ir ievēroti šādi 3 nosacījumi:
a) abi šķīduma D (negatīvā kontrole) atkārtojumi ir negatīvi,
b) abi šķīduma B (pozitīvā produkta kontrole) atkārtojumi ir pozitīvi,
c) šķīduma C ģeometriskā vidējā beigpunkta koncentrācija ir diapazonā no 0,5λ līdz 2λ.
Lai noteiktu endotoksīna koncentrāciju šķīdumā λ, aprēķina beigpunkta koncentrāciju atsevišķi katrai atkārtojumu atšķaidījumu sērijai, sareizinot katra beigpunkta atšķaidīšanas koeficientu ar λ.
Endotoksīna koncentrācija testa šķīdumā ir atkārtojumu ģeometriskā vidējā beigpunkta koncentrācija (sk. 1. nodaļu „Iepriekšējā pārbaude, i) Iezīmētā lizāta jutības apstiprināšana”). Ja pārbaude tiek veikta ar atšķaidītu testa šķīdumu, endotoksīna koncentrāciju sākotnējā šķīdumā aprēķina, iegūto rezultātu sareizinot ar atšķaidīšanas koeficientu.
Ja derīgā pārbaudē neviens no testa šķīduma atšķaidījumiem nav pozitīvs, endotoksīna koncentrāciju pieraksta kā zemāku par λ (vai, ja tiek pārbaudīts atšķaidīts paraugs, – kā zemāku par λ, sareizinātu ar zemāko parauga atšķaidīšanas koeficientu). Ja visi atšķaidījumi ir pozitīvi, endotoksīna koncentrāciju pieraksta kā vienādu vai lielāku par lielāko atšķaidīšanas koeficientu, kas sareizināts ar λ (piemēram, 2.6.14.-3. tabulā sākotnējais atšķaidīšanas koeficients, kas sareizināts ar 8 un λ).
Preparāts atbilst prasībām, ja endotoksīna koncentrācija ir zemāka par atbilstošajā monogrāfijā norādīto.
2.6.14.-3. tabula
	Šķīdums
	Endotoksīna koncentrācija/Šķīdums, kuram pievieno endotoksīnu
	Atšķaidītājs
	Atšķaidīšanas koeficients
	Sākotnējā endotoksīna koncentrācija
	Atkārtojumu skaits

	A
	Nav/Testa šķīdums
	BET ūdens
	1 

2 

4 

8
	-
	2 

2 

2 

2

	B
	2λ/Testa šķīdums
	
	1
	2λ
	2

	C
	2λ/BET ūdens
	BET ūdens
	1 

2 

4 

8
	2λ 

1λ

0.5λ 

0.25λ
	2 

2 

2 

2

	D
	Nav/BET ūdens
	-
	-
	-
	2

	Šķīdums A = testa šķīdums atšķaidījumā, kas nepārsniedz maksimālo noderīgo atšķaidījumu, kurā ir veikta traucējošo faktoru pārbaude. Testa šķīduma nākamie atšķaidījumi nedrīkst pārsniegt maksimālo noderīgo atšķaidījumu. Divu atšķaidījumu sēriju 1, 1/2, 1/4 un 1/8 pagatavošanai izmanto BET ūdeni, atbilstoši atšķaidījumam, kurā ir veikta traucējošo faktoru pārbaude. Pēc vajadzības var izmantot citus atšķaidījumus.
Šķīdums B = šķīdums A, kas satur standarta endotoksīnu koncentrācijā 2λ (pozitīvā produkta kontrole).
Šķīdums C = 2 sērijas BET ūdens, kas satur standarta endotoksīnu koncentrācijās 2λ, λ, 0.5λ un 0.25λ.
Šķīdums D = BET ūdens (negatīvā kontrole).


fotometriskās metodes (c, d, e un f metode)
1. turbidimetriskās metodes (C un F metode)
Šīs metodes pamatā ir fotometriskais tests, ar ko mēra duļķainības pieaugumu. Pamatojoties uz izmantoto pārbaudes principu, šī metode tiek klasificēta kā beigpunkta turbidimetriskais tests vai kinētiskais turbidimetriskais tests.
Beigpunkta turbidimetriskais tests (F metode) pamatojas uz kvantitatīvo attiecību starp endotoksīna koncentrāciju un reakcijas maisījuma duļķainību (absorbciju vai caurlaidību) inkubācijas perioda beigās.
Kinētiskais turbidimetriskais tests (C metode) ir metode, kas paredzēta, lai izmērītu vai nu laiku (sākuma laiku), kāds nepieciešams, lai reakcijas maisījums sasniegtu iepriekš noteikto absorbciju, vai arī duļķainības izveidošanās laiku.
Testu veic termostatā temperatūrā, kuru noteicis lizāta ražotājs (parasti 37±1 °C).
2. Hromogēnās metodes (D un E metode)
Šo metodi izmanto, lai endotoksīna reakcijā ar lizātu izmērītu hromofora atbrīvošanos no atbilstoša hromogēnā peptīda. Atkarībā no izmantotā pārbaudes principa, šī metode tiek klasificēta kā beigpunkta hromogēnais tests vai kinētiskais hromogēnais tests.
Beigpunkta hromogēnais tests (E metode) pamatojas uz kvantitatīvo attiecību starp endotoksīna koncentrāciju un atbrīvotā hromofora daudzumu inkubācijas perioda beigās.
Kinētiskais hromogēnais tests (D metode) ir metode, kas paredzēta, lai izmērītu vai nu laiku (sākuma laiku), kāds nepieciešams, lai reakcijas maisījums sasniegtu iepriekš noteikto absorbciju, vai arī krāsojuma izveidošanās laiku.
Testu veic termostatā temperatūrā, kuru noteicis lizāta ražotājs (parasti 37±1 °C).
3. iepriekšējā pārbaude
Lai pārliecinātos par turbidimetriskā un hromogēnā testa precizitāti vai derīgumu, tiek izdarītas iepriekšējās pārbaudes, kas nodrošina, ka kalibrēšanas līknes kritēriji ir ievēroti un ka testa šķīdums netraucē pārbaudes norisi.
Testa metodes validēšana ir nepieciešama, ja metodes veikšanas eksperimentālajos apstākļos tiek ieviestas kādas izmaiņas, kas, iespējams, varētu ietekmēt pārbaudes rezultātus.
i) Kalibrēšanas līknes kritēriju apstiprināšana
Izmantojot standarta endotoksīna šķīdumu, sagatavo vismaz 3 endotoksīna koncentrācijas, lai radītu kalibrēšanas līkni. Pārbaudi veic ar vismaz 3 katra endotoksīna standartšķīduma atkārtojumiem lizāta ražotāja norādītajos apstākļos (tilpumu attiecības, inkubēšanas laiks, temperatūra, pH utt.).
Ja kinētiskajās metodēs vēlamais diapazons ir lielāks par 2 logaritmu pakāpēm, jāpievieno papildu standarti, kas atbilst katram kalibrācijas līknes diapazona logaritmiskajam pieaugumam.
Lizāta ražotāja norādītajā endotoksīna koncentrāciju diapazonā korelācijas koeficienta absolūtajai vērtībai | r | jābūt lielākai vai vienādai ar 0,980.
ii) Traucējošo faktoru tests
Izvēlas endotoksīna koncentrāciju, kas atrodas tuvu endotoksīna kalibrēšanas līknes viduspunktam.
Saskaņā ar 2.6.14.-4. tabulas norādījumiem sagatavo šķīdumus A, B, C un D. Saskaņā ar lizāta ražotāja norādījumiem (testa šķīduma un lizāta šķīduma tilpums, testa šķīduma un lizāta šķīduma tilpuma attiecības, inkubācijas laiks utt.) veic pārbaudi ar vismaz diviem šo šķīdumu atkārtojumiem.
2.6.14.-4. tabula
	Šķīdums
	Endotoksīna koncentrācija
	Šķīdums, kuram ir pievienots endotoksīns
	Atkārtojumu skaits

	A
	Nav
	Testa šķīdums.
	Ne mazāk kā 2.

	B
	Kalibrācijas līknes vidējā koncentrācija
	Testa šķīdums.
	Ne mazāk kā 2.

	C
	Vismaz 3 koncentrācijas (zemāko koncentrāciju apzīmē ar λ)
	BET ūdens
	Katrai koncentrācijai ne mazāk kā 2.

	D
	Nav
	BET ūdens
	Ne mazāk kā 2.

	Šķīdums A = testa šķīdums, kas var būt atšķaidīts, bet nepārsniedzot maksimālo noderīgo atšķaidījumu.
Šķīdums B = pārbaudāmais preparāts tādā pašā atšķaidījumā kā šķīdums A, kuram pievienots endotoksīns tādā koncentrācijā, kas ir vienāda ar kalibrēšanas līknes viduspunkta koncentrāciju vai tuva tai.
Šķīdums C = standarta endotoksīna šķīdums koncentrācijās, kādas tiek izmantotas metodes validēšanā, kā tas aprakstīts 3. nodaļā „Iepriekšējā pārbaude, i) Kalibrēšanas līknes kritēriju apstiprināšana (pozitīvās kontroles)”.
Šķīdums D = BET ūdens (negatīvā kontrole).


Aprēķina pievienotā endotoksīna vidējo atgūstamību, atņemot vidējo endotoksīna koncentrāciju šķīdumā (ja tāda ir) no vērtības, kāda iegūta šķīdumā ar pievienoto endotoksīnu.
Uzskata, ka testa šķīdumā nav traucējošo faktoru, ja pārbaudes apstākļos izmērītā testa šķīdumam pievienotā endotoksīna koncentrācija ir 50-200% no pievienotās endotoksīna koncentrācijas, pēc tam, kad atņemta tā vērtība, kas iegūta šķīdumā bez papildus pievienotā endotoksīna.
Ja endotoksīna atgūstamība atrodas ārpus norādītā diapazona, jāveic traucējošo faktoru novēršana, kā aprakstīts sadaļā „Gela izveidošanās metode”, kas atrodama 1. nodaļā „Iepriekšējā pārbaude, ii) Traucējošo faktoru pārbaude”. Apstrādes efektivitāti apstiprina ar atkārtoto traucējošo faktoru pārbaudi.
4. PĀRBAUDE
i) Procedūra
Rīkojas saskaņā ar procedūru, kas aprakstīta 3. nodaļā „Iepriekšējā pārbaude, ii) Traucējošo faktoru pārbaude”.
ii) Aprēķināšana
Katram atkārtojumam aprēķina endotoksīna koncentrāciju, izmantojot kalibrācijas līkni, kas iegūta ar pozitīvās kontroles (šķīduma C) atšķaidījumu sēriju.
Pārbaude ir nederīga, izņemot gadījumus, kad ir ievēroti šādi 3 nosacījumi:
a) ar šķīdumu D (negatīvā kontrole) iegūtais rezultāts nepārsniedz tukšā parauga vērtību, kāda norādīta izmantotā lizāta aprakstā,
b) ar pozitīvo kontroli (šķīduma C sērija) iegūtie rezultāti atbilst metodes validācijas prasībām, kas norādītas 3. nodaļā „Iepriekšējā pārbaude, i) Kalibrēšanas līknes kritēriju apstiprināšana”,
c) endotoksīna atgūstamība, kas aprēķināta pēc endotoksīna koncentrācijas šķīdumā B, no kuras atņemta endotoksīna koncentrācija šķīdumā A, atrodas 50-200% diapazonā.
iii) Interpretācija
Pārbaudāmais preparāts atbilst prasībām, ja šķīduma A atkārtojumu vidējā endotoksīna koncentrācija, ievērojot atšķaidīšanas un koncentrācijas korekcijas, ir mazāka par produkta endotoksīna robežvērtību.
5. REAĢENTI
i) Lizāta šķīdums
Saskaņā ar ražotāja ieteikumiem uzmanīgi maisot BET ūdenī vai buferšķīdumā izšķīdina amebiocītu lizātu. Saskaņā ar ražotāja ieteikumiem reģenerēto lizātu uzglabā atdzesētu vai sasaldētu.
ii) Amebiocītu lizāts
Amebiocītu lizāts ir liofilizēts produkts, kas iegūts no Amerikas zobenastes (Limulus polyphemus vai Tachypleus tridentatus) amebiocītu lizāta. Šis reaģents attiecas tikai uz produktu, kas izgatavots saskaņā ar kompetentas iestādes prasībām.
Amebiocītu lizāts paralēli endotoksīniem reaģē arī ar dažiem P-glikāniem. Ir pieejami arī amebiocītu lizāta preparāti, kas nereaģē ar glikāniem; tos iegūst no amebiocītu lizāta, atdalot G faktoru, kas reaģē ar glikāniem, vai inhibējot amebiocītu lizāta G faktora reaģējošo sistēmu. Šos preparātus var izmantot endotoksīnu noteikšanai glikānu klātbūtnē.
iii) BET ūdens (bakteriālo endotoksīnu testam izmantojamais ūdens)
BET ūdens ir injekciju ūdens R vai ūdens, kas iegūts ar citām darbībām un kas neuzrāda reakciju ar lizātu reaģenta izšķirtspējas robežās.
Nākamā nodaļa ir publicēta informatīvos nolūkos.
Bakteriālo endotoksīnu tests: norādījumi
1. IEVADS
Gramnegatīvo baktēriju endotoksīni ir galvenais iemesls toksiskām reakcijām, kuras izraisa farmaceitisko produktu piesārņošana ar pirogēniem; to pirogēnā aktivitāte ir daudz augstāka par vairuma citu pirogēno vielu radīto efektu. Šie endotoksīni ir lipopolisaharīdi. Lai gan dabā ir neliels skaits pirogēnu ar atšķirīgu struktūru, slēdziens par bakteriālo endotoksīnu klātneesamību produktā parasti nozīmē, ka produktā nav pirogēno sastāvdaļu, ar noteikumu, ka var izslēgt neendotoksīnu cilmes pirogēno vielu klātbūtni produktā.
Endotoksīnu klātbūtni produktā var maskēt traucējošie faktori, kas iedarbojas uz endotoksīnu reakciju ar amebiocītu lizātu. Tādējādi analītiķim, kas vēlas aizvietot trušu pirogenitātes testu, kas norādīts Farmakopejas monogrāfijā, ar bakteriālo endotoksīnu testu, ir jāparāda, ka ar attiecīgo produktu var veikt validēto pārbaudi; tas var būt saistīts ar traucējošo faktoru aizvākšanu.
Kā norādīts bakteriālo endotoksīnu noteikšanas testā, lai parauga pārbaudi varētu uzskatīt par derīgu, jābūt pieejamai informācijai par šādiem diviem aspektiem.
1.1. Jānosaka testam izmantojamā materiāla piemērotība. Jāpārliecinās par to, ka BET ūdens un citi reaģenti nesatur endotoksīnus, un jāpārbauda amebiocītu lizāta jutība, lai apstiprinātu ražotāja noteikto jutību.
1.2. Tā kā pārbaudāmais produkts var traucēt testa norisi, amebiocītu lizāta jutība ir jānosaka gan pārbaudāmā produkta klātbūtnē, gan bez tā.  Šīs divas noteiktās jutības vērtības nedrīkst būtiski atšķirties.
Bakteriālo endotoksīnu testā (2.6.14.) norādītas metodes, kas paredzētas traucējošo faktoru novākšanai; traucējošo faktoru novākšanas gadījumā jāveic atkārtots tests, lai pārliecinātos, ka traucējošais faktors patiešām ir neitralizēts vai novākts.
Šajā pielikumā izskaidrots, kāpēc bakteriālo endotoksīnu testam ir noteiktas attiecīgās prasības, un pēc tam izskaidrota rezultātu nolasīšana un interpretācija.
Farmakopejas monogrāfijā pieprasītā trušu pirogenitātes testa aizvietošana ar amebiocītu lizāta testu nozīmē alternatīvas analīzes metodes izmantošanu, tāpēc tai nepieciešama validācija; daži norādījumi par veicamajām darbībām atrodami 11. nodaļā.
Attiecīgā produkta Farmakopejas monogrāfijā ir norādīta bakteriālo endotoksīnu noteikšanas atsauces metode; gadījumos, kad nav norādīta atsauces metode, par tādu tiek uzskatīta metode A. Ja tiks izmantota metode, kas atšķiras no atsauces metodes, analītiķim jāparāda, ka metode ir atbilstoša attiecīgajam produktam un ar to iegūtais rezultāts ir atbilstošs ar atsauces metodi iegūtajam rezultātam (sk. arī 13. nodaļu).
2. METODE
Endotoksīnu pievienošana amebiocītu lizātam var izpausties kā izmaiņas duļķainībā, precipitācija vai sarecēšana (gela izveidošanās); taču tikai gela izveidošanās metodi Farmakopejā izmanto kā izvērtēšanas kritēriju bakteriālo endotoksīnu pirmā tipa testam. Metodes priekšrocība ir vienkāršība lēmumu pieņemšanā par produkta derīgumu vai nederīgumu – ar neapbruņotu aci ir redzams, vai gels ir izveidojies vai ne. Kvantitatīvās metodes, kas aprakstītas kā metodes C, D, E un F, tika izstrādātas vēlāk – tām bija nepieciešama aparatūra, bet tās bija vieglāk automatizēt regulārai viena un tā paša produkta liela paraugu skaita pārbaudei.
Endotoksīni var adsorbēties uz mēģeņu vai pipešu virsmas, kas izveidotas no noteikta veida plastmasas vai stikla tipa. Tā kā no plastmasas materiāliem var izdalīties noteiktas vielas, tās var traucēt endotoksīnu noteikšanai. Tāpēc izmantotie materiāli jāpārbauda; mēģeņu vai pipešu atšķirīgas partijas var būt ar nedaudz atšķirīgu sastāvu, un tādēļ analītiķim ir ieteicams atkārtot šādas pārbaudes, sākot izmantot jaunas partijas materiālus.
Lēmums izmantot bakteriālo endotoksīnu noteikšanas testu kā pieļaujamības testu nozīmē, pirmkārt, ka pārbaudāmajam produktam jādefinē endotoksīna robežkoncentrācija, un, otrkārt, ka pārbaudes mērķis ir uzzināt, vai endotoksīna koncentrācija pārbaudāmajā produktā atrodas zem vai virs šīs robežkoncentrācijas. Kvantitatīvās metodes C, D, E un F dod iespēju noteikt endotoksīna koncentrāciju pārbaudāmajā paraugā, bet saskaņā ar Farmakopeju un regulārā kvalitātes kontrolē svarīgākais jautājums ir saistīts ar to, vai šī koncentrācija pārsniedz vai nepārsniedz noteikto robežu.
Pārbaudāmā produkta endotoksīna robežkoncentrācijas noteikšanā jāņem vērā arī produkta devas lielums:  jānosaka tāda robežkoncentrācija, lai nodrošinātu, ka, endotoksīna koncentrācijai produktā paliekot zem šīs robežas, endotoksīna daudzums neizraisīs toksisku reakciju pat tad, ja paredzētajā veidā tiks ievadīta produkta maksimālā deva stundā.
Ja endotoksīna koncentrācija produktā ir vienāda ar robežkoncentrāciju, notiks gela veidošanās, tāpat kā gadījumā, kad endotoksīna koncentrācija ir daudz augstāka, un produkta testēšanas rezultāts būs negatīvs, jo tests pēc principa „visu vai neko” nedod iespēju uzrādīt atšķirības starp koncentrāciju, kas ir precīzi vienāda ar robežkoncentrāciju, un koncentrāciju, kas ir lielāka. Tikai tad, ja gela veidošanās nenotiek, analītiķis var secināt, ka endotoksīna koncentrācija ir zemāka par robežkoncentrāciju.
Cietā agregātstāvoklī esošiem produktiem šī endotoksīna robežkoncentrācija uz masas vienību vai uz starptautisko vienību (IU) produktā jāpārvērš endotoksīna koncentrācijā uz pārbaudāmā šķīduma mililitru, jo testu var veikt tikai šķīdumā. Darbības ar produktiem, kas jau atrodas šķidrā stāvoklī (piemēram, infūzijas šķīdumiem), ir iztirzātas turpmāk.
Endotoksīna robežvērtība ir parenterāli ievadītas aktīvās vielas endotoksīna robežvērtība, kuru nosaka saskaņā ar devu, un tā ir vienāda ar
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K = endotoksīna sliekšņa pirogēnā deva uz ķermeņa masas kilogramu vienu stundu ilgā periodā,
M = maksimālā ieteicamā produkta deva uz ķermeņa masas kilogramu vienu stundu ilgā periodā.
Endotoksīna robežvērtība ir atkarīga no produkta un tā ievadīšanas ceļa, un tā ir noteikta Farmakopejā. Ieteicamās K vērtības ir atrodamas 2.6.14.-5. tabulā.
Citiem ievadīšanas ceļiem bakteriālo endotoksīnu pieņemamības kritēriju lielākoties nosaka saskaņā ar rezultātiem, kas iegūti preparāta izstrādes laikā.
2.6.14.-5. tabula
	Ievadīšanas ceļš
	K (endotoksīna starptautiskās vienības (IU) uz ķermeņa masas kilogramu
stundā)

	Intravenozi
	5.0

	Intravenozi , radiofarmaceitiskie preparāti
	2.5

	Intratekāli
	0.2


Kāds produkta atšķaidījums ir jālieto testā, lai iegūtu pilnīgu pārliecību, ka negatīvais rezultāts nozīmē, ka endotoksīna koncentrācija produktā ir zemāka par endotoksīna robežvērtību un ka pozitīvais rezultāts nozīmē, ka ar lizātu noteikts, ka endotoksīna koncentrācija ir vienāda vai lielāka par endotoksīna robežvērtību? Šis atšķaidījums ir atkarīgs no endotoksīna robežvērtības un lizāta jutības – to sauc par maksimālo noderīgo atšķaidījumu (MVD),un tā vērtību aprēķina šādi:
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Testa šķīduma koncentrācija:
—
mg/ml, ja endotoksīna robežvērtību nosaka masa (IU/mg),
—
vienībās uz ml, ja endotoksīna robežvērtību nosaka bioloģiskās aktivitātes vienība (IU/bioloģiskās aktivitātes vienība),
—
ml/ml, ja endotoksīna robežvērtību nosaka tilpums (IU/ml).
λ = iezīmētā lizāta jutība gela izveidošanās metodē (IU/ml) vai zemākais punkts, kuru izmanto kalibrācijas līknē turbidimetriskajā metodē vai hromogēnajā metodē.
Ja maksimālā noderīgā atšķaidījuma vērtība nav vesels skaitlis, regulārai lietošanai var izvēlēties par maksimāli noderīgo atšķaidījumu mazāku, ērti lietojamu veselu skaitli (kas nozīmē produkta šķīduma izgatavošanu, kas ir mazāk atšķaidīts par maksimāli noderīgo atšķaidījumu). Šajā gadījumā negatīvs rezultāts nozīmē, ka endotoksīna koncentrācija produktā atrodas zem šīs robežvērtības. Tomēr, ja endotoksīna koncentrācija produktā šādā testā ir zemāka par endotoksīna robežvērtību, bet pietiekami augsta, lai reakcijā ar lizātu izveidotu gelu, pārbaude var būt pozitīva. Tādējādi, ja tests ar šādu „ērti lietojamu” atšķaidīšanas koeficientu ir pozitīvs, produkts jāatšķaida līdz maksimālajam noderīgajam atšķaidījumam un tests jāveic vēlreiz. Katrā ziņā šaubu vai domstarpību gadījumā jāizmanto maksimālais noderīgais atšķaidījums.
Tas uzsver lizāta jutības apstiprināšanas svarīgumu.
Piemērs
Jāpārbauda intravenozai injicēšanai paredzēts fenitoīna šķīdums ar koncentrāciju 50 mg/ml. Nosaka maksimālo noderīgo atšķaidījumu, iegūstot šādus mainīgos:
M = maksimālā deva cilvēkam = 15 mg uz ķermeņa masas kilogramu stundā,
c = 50 mg/ml,
K =5 endotoksīna starptautiskās vienības (IU) uz ķermeņa masas kilogramu stundā,
λ = 0,4 IU endotoksīna mililitrā.
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Regulārām šī produkta pārbaudēm varētu būt lietderīgi 1 ml testa šķīduma atšķaidīt līdz 20 ml (maksimālais noderīgais atšķaidījums/2 un tālāk noapaļots līdz tuvākajam mazākajam veselam skaitlim). Tomēr, ja šī testa rezultāts ir pozitīvs, analītiķim jāatšķaida 1 ml līdz 41,67 ml un tests jāatkārto. Atšķaidījums līdz 41,67 ml ir nepieciešams arī tad, ja tests tiek veikts domstarpību novēršanai.
3. ATSAUCES MATERIĀLS
Atsauces materiāla pagatavošanai paredzēts izmantot BRP endotoksīna standartu. Tas ir pārbaudīts attiecībā pret PVO Starptautisko endotoksīna standartu, un tā aktivitāte ir izteikta endotoksīna starptautiskajās vienībās uz ampulu. Endotoksīna starptautiskā vienība ir definēta kā starptautiskā standarta definētas masas specifiskā aktivitāte.
Regulārām pārbaudēm var izmantot citu endotoksīna preparātu, bet ar noteikumu, ka tas ir pārbaudīts attiecībā pret endotoksīna starptautisko standartu vai BRP un tā aktivitāte ir izteikta endotoksīna starptautiskajās vienībās.
PIEZĪME: Viena endotoksīna starptautiskā vienība (IU) ir vienāda ar vienu endotoksīna vienību (E.U.).
4. BET ūdens
Endotoksīna neesamība šajā reaģentā praktisku un teorētisku iemeslu dēļ netiek testēta ar metodi, kas atvasināta no trušu pirogenitātes testa:
4.1.  Trušu pirogenitātes tests nav pietiekami jutīgs, lai noteiktu endotoksīnu BET ūdenī, kuru paredzēts izmantot produktiem ar ļoti zemu endotoksīna līmeni.
4.2.  Trušu ķermeņa temperatūras paaugstināšanās reakcija ir indikators ar relatīvi zemu precizitāti, tāpēc ir vajadzīgi daudzi pārbaužu atkārtojumi.
4.3. Termini „pirogēns” un „endotoksīns” apzīmē vielu grupas, kas pilnībā tomēr nesakrīt.
 Bakteriālo endotoksīnu testa izklāsts norāda, ka BET ūdens sagatavošanai var izmantot arī citas metodes, kas atšķiras no trīskāršās destilācijas. Ar labiem rezultātiem var izmantot apgriezto osmozi; daži analītiķi izvēlas ūdeni destilēt vairāk par trim reizēm. Neatkarīgi no izvēlētās metodes iegūtais produkts nedrīkst saturēt brīvi nosakāmus endotoksīnus.
5. MAISĪJUMA pH
Bakteriālo endotoksīnu testā optimāla gela veidošanās notiek tad, ja vides pH atrodas diapazonā pH 6,0-8,0.
 Tomēr lizāta pievienošana paraugam var pazemināt pH.
6. lizāta validēšana
Ir svarīgi ievērot ražotāja instrukcijas attiecībā uz lizāta šķīduma sagatavošanu.
Pozitīvie beigpunkta atšķaidīšanas faktori gela veidošanās metodēs A un B ir jāpārvērš logaritmos. Tas jādara tāpēc, ka tad, ja šo logaritmisko vērtību biežuma sadalījumu atzīmē grafikā, parasti tuvojas normālsadalījuma līknei, ciešāk par to, kādu veido atšķaidīšanas faktoru biežuma sadalījums; faktiski tās ir tik līdzīgas, ka ir pieļaujams izmantot biežuma normālsadalījumu kā matemātisko modeli un aprēķināt ticamības robežas pēc Stjūdenta kritērija (F testa).
7. traucējošo faktoru iepriekšējā pārbaude
Dažos produktos endotoksīnu saturu nevar noteikt tieši, jo tie nav viegli sajaucami ar reaģentiem, tiem nevar noregulēt pH atbilstošajā diapazonā (6,0-8,0) vai tie inhibē vai aktivizē gela veidošanos. Tāpēc ir nepieciešama iepriekšējā pārbaude, lai pārliecinātos par traucējošo faktoru klātesamību; ja tādi tiek atrasti, analītiķim jāparāda, ka to novākšanas procedūra ir efektīva.
Iepriekšējās pārbaudes mērķis ir pārbaudīt nulles hipotēzi, proti, ka lizāta jutība pārbaudāmā produkta klātbūtnē būtiski neatšķiras no lizāta jutības bez pārbaudāmā produkta. Metodēs A un B tiek izmantots vienkāršs kritērijs – nulles hipotēze tiek apstiprināta, ja lizāta jutība produkta klātbūtnē ir ne mazāka par pusi no tīra lizāta jutības un ne lielāka par divkāršu tīra lizāta jutību.
Klasiskā pieeja būtu bijusi aprēķināt lizāta jutības logaritmiskā atšķaidīšanas faktora vidējo vērtību ar un bez pārbaudāmā produkta un pārbaudīt atšķirību starp divām vidējām vērtībām ar Stjūdenta kritēriju (T testu).
Gela veidošanos traucējošo faktoru pārbaudei metodēs A un B nepieciešama tāda pārbaudāmā produkta parauga izmantošana, kurš nesatur brīvi nosakāmus endotoksīnus. Tas rada teorētisku problēmu, ja sāk pārbaudīt pilnīgi jaunu produktu. Tāpēc attiecībā uz kvantitatīvajām metodēm C, D, E un F tika izstrādāta atšķirīga pieeja.
8. traucējošo faktoru NOvākšana
Traucējošo faktoru novākšanas procedūras pārbaudāmajā produktā endotoksīna daudzumu nedrīkst palielināt vai samazināt (piemēram, adsorbcijas rezultātā). Pareizs veids, kā par to pārliecināties, ir izmantot šīs procedūras speciāli piesārņotam produkta paraugam; tas nozīmē, ka paraugam pievieno zināmu daudzumu endotoksīna un pēc tam nosaka endotoksīna atgūstamību.
Metodes C un D. Ja analizējamā produkta īpašības izrādās traucējošas endotoksīna noteikšanai, un šo traucējumu nevar novākt ar parastajām metodēm, var būt iespējams izveidot kalibrēšanas līkni ar tāda paša tipa produktu, kas atbrīvots no endotoksīniem ar piemērotu apstrādi vai produkta atšķaidīšanu. Pēc tam veic endotoksīnu testu, to salīdzinot ar šo kalibrēšanas līkni.
Daudzos gadījumos piemērota metode ir izrādījusies parauga ultrafiltrēšana caur celulozes triacetāta asimetriskiem membrānu filtriem. Filtri atbilstoši jāvalidē, jo zināmos apstākļos celulozes izcelsmes β-D-glikāni var radīt kļūdaini pozitīvus rezultātus.
Polisulfonu filtri ir izrādījušies nepiemēroti, jo daži lietotāji ir ieguvuši kļūdaini pozitīvus rezultātus.
9. kontroļu izmantošanas nolūks
Mērķis ar BET ūdeni sagatavotai kontrolei un tāda endotoksīna atsauces preparāta pagatavošanai, kas divas reizes pārsniedz iezīmētā lizāta jutību, ir pārliecināties par lizāta aktivitāti pārbaudes veikšanas brīdī un apstākļos. Negatīvās kontroles mērķis ir pārliecināties par to, ka BET ūdenī neatrodas endotoksīns nosakāmā koncentrācijā.
Pozitīvā kontrole, kas satur pārbaudāmo paraugu tādā koncentrācijā, kāda tiks izmantota pārbaudē, ir paredzēta, lai parādītu traucējošo faktoru neesamību pārbaudes veikšanas brīdī un apstākļos.
10. rezultātu nolasīšana un interpretācija
Nenozīmīgos endotoksīna daudzumus BET ūdenī vai jebkurā citā reaģentā vai materiālā, kas pārbaudes laikā nonāk saskarē ar lizātu, var nenoteikt tik ilgi, kamēr to koncentrācija nesasniedz lizāta jutības robežu. Tomēr tie var paaugstināt šķīdumā esošā pārbaudāmā produkta endotoksīna līmeni nedaudz virs jutības robežas un radīt pozitīvu reakciju.
No šāda riska var izvairīties, pārbaudot BET ūdeni un citus reaģentus un materiālus ar visjutīgāko pieejamo lizātu vai vismaz tādu, kas ir jutīgāks par produkta pārbaudē izmantojamo lizātu. Pat tādā gadījumā nevar pilnībā novērst „kļūdaini pozitīvu rezultātu” iegūšanas risku. Tomēr ir jāsaprot, ka šāda pārbaude ir „ļoti droša” salīdzinājumā ar metodi, kas dod kļūdaini negatīvu rezultātu un var novest pie neapmierinoša produkta ražošanas, tādējādi apdraudot pacientu veselību.
11.  trušu pirogenitātes testu aizvietošana ar bakteriālo endotoksīnu testu
Monogrāfijās par parenterālai lietošanai paredzētiem farmaceitiskiem produktiem, kas var saturēt bakteriālo endotoksīnu toksiskus daudzumus, ietverta prasība bakteriālos endotoksīnus noteikt vai nu ar bakteriālo endotoksīnu testu, vai ar trušu pirogenitātes testu.Vispārējais princips ir šāds:
11.1. Katrā atsevišķā monogrāfijā, ja nepieciešams endotoksīnu tests, tiek minēts tikai viens tests – vai nu pirogenitātes, vai bakteriālo endotoksīnu tests.
11.2. Ja nav pierādījumi par pretējo, priekšroka tiek dota bakteriālo endotoksīnu pārbaudei, jo parasti tiek uzskatīts, ka šī metode pacientu aizsargā vismaz tikpat labi vai vēl labāk.
11.3. Pirms bakteriālo endotoksīnu testa iekļaušanas Farmakopejas monogrāfijā ir nepieciešami pierādījumi, ka vienu no 2.6.14. nodaļā aprakstītajiem testiem var apmierinoši izmantot konkrētajam produktam.
11.4. Nepieciešamā informācija ir jāpieprasa no ražotājiem. Farmācijas uzņēmumi tiek uzaicināti nodrošināt ar to rīcībā esošiem validācijas datiem par bakteriālo endotoksīnu testu piemērotību konkrētām vielām un preparātiem. Šādi dati aptver sīku informāciju par paraugu sagatavošanu un jebkurām procedūrām, kas nepieciešamas traucējošo faktoru novākšanai. Turklāt jānodrošina jebkuri paralēlie dati par trušu pirogenitātes testu, kas var dot pārliecību, ka trušu pirogenitātes tests ir aizvietojams ar bakteriālo endotoksīnu testu.
Papildu prasības ir noteiktas nākamajās nodaļās.
12. no monogrāfijā norādītā testa atšķirīga bakteriālo endotoksīnu testa izmantošana
Ja Farmakopejas monogrāfijā ir norādīts bakteriālo endotoksīnu tests un netiek norādīta neviena no sešām 2.6.14. nodaļā aprakstītajām metodēm (A līdz F), tad produktam ir validēta gela veidošanās metodes pieļaujamības tests (metode A). Ja ir norādīta kāda cita metode (B līdz F), tad šī norādītā metode ir validēta attiecīgajam produktam.
13. alternatīvo metožu validēšana
 Trušu pirogenitātes testa nomaiņa ar bakteriālo endotoksīnu testu vai norādītās bakteriālo endotoksīnu noteikšanas metodes nomaiņa ar citu metodi tiek uzskatīta par alternatīvas metodes izmantošanu Farmakopejā norādītā testa vietā, kā tas aprakstīts Vispārējos norādījumos:
„Aprakstītais tests un metodes ir oficiālās metodes, uz kurām pamatojas Farmakopejas standarti. Ar kompetentās iestādes piekrišanu alternatīvās analīžu metodes var izmantot kontroles mērķiem, nodrošinot, ka izmantotās metodes padara iespējamu izdarīt nepārprotamu secinājumu, vai tiks sasniegta atbilstība Farmakopejas standartiem, ja tiktu izmantotas oficiālās metodes.  Šaubu vai domstarpību gadījumā Farmakopejā aprakstītās analīžu metodes ir vienīgās autentiskās.”
Ja bakteriālo endotoksīnu noteikšanai tiek izmantota Farmakopejas monogrāfijā nenorādīta metode, tās validēšanai tiek ieteikta šāda procedūra:
13.1. Procedūra un metodē izmantotie materiāli un reaģenti jāvalidē kā aprakstīts atbilstošajā pārbaudē.
13.2. Traucējošo faktoru klātbūtne (un, ja nepieciešams, to novākšanas procedūra) jāpārbauda ar paraugiem no vismaz trim produktu sērijām. Jāpatur prātā, ka metodēm D un E, izmantojot hromogēnu peptīdu, nepieciešami reaktīvi, kas nav nepieciešami metodēs A, B, C un F, un, tāpēc, metožu A, B, C un F atbilstību traucējošajiem faktoriem bez papildus pārbaudes nevar ekstrapolēt uz metodēm D vai E.
14. TESTA validēšana jauniem produktiem
13.1. un 13.2. punktos aprakstītās procedūras jāizmanto visiem jaunajiem parenterālajai ievadīšanai paredzētajiem produktiem, kuros saskaņā ar Farmakopejas prasībām jāpārbauda bakteriālo endotoksīnu klātbūtne.
4.1.2. standartšķīdumi pieļaujamības testiem
Acetaldehīda standartšķīdums (100 ppm C2H4O). 5000100. 
2-propanolā R izšķīdina 1,0 gramu acetaldehīda R un atšķaida ar to pašu šķīdinātāju līdz 100,0 ml. Tieši pirms lietošanas 5,0 ml šķīduma atšķaida līdz 500,0 ml ar 2-propanolu R.
Acetaldehīda standartšķīdums (100 ppm C2H4O) R1. 5000101.
Ūdenī R izšķīdina 1,0 gramu acetaldehīda R un atšķaida ar to pašu šķīdinātāju līdz 100,0 ml. Tieši pirms lietošanas 5,0 ml šķīduma atšķaida līdz 500,0 ml ar ūdeni R.
Alumīnija standartšķīdums (200 ppm Al). 5000200.
Ūdenī R izšķīdina alumīnija kālija sulfāta R daudzumu, kas vienāds ar 0,352 gramiem AlK(SO4)2 x 12H2O. Pievieno 10 ml atšķaidītas sērskābes R un atšķaida līdz 100,0 ml ar ūdeni R.
Alumīnija standartšķīdums (100 ppm Al). 5000203.
 Šķīduma tilpumu, kas 1000,0 ml ūdens R satur 8,947 g alumīnija hlorīda R, tieši pirms lietošanas desmitkārt atšķaida ar ūdeni R.
Alumīnija standartšķīdums (10 ppm Al). 5000201.
Šķīduma tilpumu, kas 100,0 ml satur alumīnija nitrātu R, kas vienāds ar 1,39 g Al(NO3)3 x 9H2O, tieši pirms lietošanas simtkārtīgi atšķaida ar ūdeni R.
Alumīnija standartšķīdums (2 ppm Al). 5000202.
Šķīduma tilpumu, kas 100,0 ml satur alumīnija kālija sulfātu R, kas vienāds ar 0,352 g AlK(SO4)2 x 12H2O, un 10 ml atšķaidītas sērskābes R, tieši pirms lietošanas simtkārtīgi atšķaida ar ūdeni R.
Amonija standartšķīdums (100 ppm NH4). 5000300.
10 ml šķīduma, kas 1000 ml satur amonija hlorīdu R, kas vienāds ar 0,741 g NH4Cl, tieši pirms lietošanas atšķaida līdz 25 ml ar ūdeni R.
Amonija standartšķīdums (2,5 ppm NH4). 5000301.
Šķīdumu, kas 1000,0 mililitros satur amonija hlorīdu R, kas vienāds ar 0,741 g NH4Cl, tieši pirms lietošanas simtkārtīgi atšķaida ar ūdeni R.
Amonija standartšķīdums (1 ppm NH4). 5000302.
Tieši pirms lietošanas sagatavo amonija standartšķīduma (2,5 ppm NH4) R 2,5 reizes lielu tilpumatšķaidījumu ar ūdeni R.
Antimona standartšķīdums (100 ppm Sb). 5000401.
500 mililitros 1M sālsskābes izšķīdina antimona kālija tartrātu R, kas vienāds ar 0,274 g C4H4KO7Sb x ½H2O, un dzidro šķīdumu atšķaida ar ūdeni R līdz 1000 ml.
Antimona standartšķīdums (1 ppm Sb). 5000400.
20 mililitros sālsskābes R1 izšķīdina antimona kālija tartrātu R, kas vienāds ar 0,274 g C4H4KO7Sb x ½H2O, un dzidro šķīdumu atšķaida ar ūdeni R līdz 100,0 ml. Pie 10,0 ml šā šķīduma pievieno 200 ml sālsskābes R1 un ar ūdeni R atšķaida līdz 1000,0 ml. Pie 100,0 ml šā šķīduma pievieno 300 ml sālsskābes R1 un ar ūdeni R atšķaida līdz 1000,0 ml. Atšķaidītos šķīdumus pagatavo tieši pirms izmantošanas.
Arsēna standartšķīdums (10 ppm As). 5000500.
Tieši pirms lietošanas ar ūdeni R simtkārtīgi atšķaida šķīdumu, kas pagatavots, 5 mililitros atšķaidīta nātrija hidroksīda šķīduma R izšķīdinot diarsēna trioksīdu R, kas vienāds ar 0,330 g As2O3, un atšķaidot līdz 250,0 ml ar ūdeni R.
Arsēna standartšķīdums (1 ppm As). 5000501.
Tieši pirms lietošanas ar ūdeni R desmitkārtīgi atšķaida arsēna standartšķīdumu (10 ppm As) R.
Arsēna standartšķīdums (0,1 ppm As). 5000502.
Tieši pirms lietošanas ar ūdeni R desmitkārtīgi atšķaida arsēna standartšķīdumu (1 ppm As) R.
Bārija standartšķīdums (0,1 procents Ba). 5000601 
Destilētā ūdenī R izšķīdina bārija hlorīdu R, kas vienāds ar 0,178 g BaCl2 x 2H2O, un atšķaida līdz 100,0 ml ar to pašu šķīdinātāju.
Bārija standartšķīdums (50 ppm Ba). 5000600.
Šķīdumu, kas 100,0 ml satur bārija hlorīdu R, kas vienāds ar 0,178 g BaCl2 x 2H2O, tieši pirms lietošanas divdesmitkārtīgi atšķaida ar destilētu ūdeni R.
Bārija standartšķīdums (2 ppm Ba). 5005600.
Tieši pirms lietošanas ar destilētu ūdeni R divdesmitpieckārtīgi atšķaida bārija standartšķīdumu (50 ppm Ba) R.
Bismuta standartšķīdums (100 ppm Bi). 5005300.
50 mililitros slāpekļskābes R izšķīdina bismutu R, kas vienāds ar 0,500 g Bi, un ar ūdeni R atšķaida līdz 500,0 ml. Tieši pirms lietošanas šķīdumu desmitkārtīgi atšķaida ar atšķaidītu slāpekļskābi R.
Kadmija standartšķīdums (0,1 procents Cd). 5000700 
Izšķīdina kadmiju R, kas vienāds ar 0,1 g Cd, mazākajā nepieciešamajā tilpumā maisījuma, kas sastāv no vienādiem tilpumiem sālsskābes R un ūdens R, un atšķaida līdz 100,0 ml ar 1% (pēc tilpuma) sālsskābes R šķīdumu.
Kadmija standartšķīdums (10 ppm Cd). 5000701.
Tieši pirms lietošanas kadmija standartšķīdumu (0,1 procents Cd) R simtkārtīgi atšķaida ar 1% (pēc tilpuma) sālsskābes R šķīdumu.
Kalcija standartšķīdums (400 ppm Ca). 5000800.
Šķīdumu, kas 100,0 mililitros destilēta ūdens R satur kalcija karbonātu R, kas vienāds ar 1,0 g CaCO3, un 23 ml 1M sālsskābi, tieši pirms lietošanas desmitkārtīgi atšķaida ar destilētu ūdeni R.
Kalcija standartšķīdums (100 ppm Ca). 5000801.
Šķīdumu, kas 250,0 mililitros destilēta ūdens R satur kalcija karbonātu R, kas vienāds ar 0,624 g CaCO3, un 3 ml etiķskābes R, tieši pirms lietošanas desmitkārtīgi atšķaida ar destilētu ūdeni R.
Kalcija standartšķīdums (100 ppm Ca) R1. 5000804.
Šķīdumu, kas 1000,0 mililitros atšķaidītas sālsskābes R satur bezūdens kalcija hlorīdu R, kas vienāds ar 2,769 g CaCl2, tieši pirms lietošanas desmitkārtīgi atšķaida ar ūdeni R.
Kalcija spirta standartšķīdums (100 ppm Ca). 5000802. Šķīdumu, kas 1000,0 mililitros destilēta ūdens R satur kalcija karbonātu R, kas vienāds ar 2,50 g CaCO3, un 12 ml etiķskābes, tieši pirms lietošanas desmitkārt atšķaida ar spirtu R.
Kalcija standartšķīdums (10 ppm Ca). 5000803.
Šķīdumu, kas 250,0 mililitros destilēta ūdens R satur kalcija karbonātu R, kas vienāds ar 0,624 g CaCO3, un 3 ml etiķskābes, tieši pirms lietošanas simtkārtīgi atšķaida ar destilētu ūdeni R.
Hlorīda standartšķīdums (50 ppm Cl). 5004100.
Šķīdumu, kas 1000,0 mililitros satur nātrija hlorīdu R, kas vienāds ar 0,824 g NaCl, tieši pirms lietošanas desmitkārtīgi atšķaida ar ūdeni R.
Hlorīda standartšķīdums (8 ppm Cl). 5000900.
Šķīdumu, kas 1000,0 mililitros satur nātrija hlorīdu R, kas vienāds ar 1,32 g NaCl, tieši pirms lietošanas simtkārtīgi atšķaida ar ūdeni R.
Hlorīda standartšķīdums (5 ppm Cl). 5000901.
Šķīdumu, kas 1000,0 mililitros satur nātrija hlorīdu R, kas vienāds ar 0,824 g NaCl, tieši pirms lietošanas simtkārtīgi atšķaida ar ūdeni R.
Taukos šķīstošā hroma standartšķīdums (1000 ppm Cr). 5004600. 
Hroma (metāla) organiskais savienojums eļļā.
Hroma standartšķīdums (0,1 procents Cr). 5001002 
Ūdenī R izšķīdina kālija dihromātu R, kas vienāds ar 2,83 g K2Cr2O7, un atšķaida līdz 1000,0 ml ar to pašu šķīdinātāju.
Hroma standartšķīdums (100 ppm Cr). 5001000.
Ūdenī R izšķīdina kālija dihromātu R, kas vienāds ar 0,283 g K2Cr2O7, un atšķaida līdz 1000,0 ml ar to pašu šķīdinātāju.
Hroma standartšķīdums (0,1 ppm Cr). 5001001.
Tieši pirms lietošanas hroma standartšķīdumu (100 ppm Cr) R tūkstoškārtīgi atšķaida ar ūdeni R.
Kobalta standartšķīdums (100 ppm Co). 5004300.
500 mililitros 1M slāpekļskābes izšķīdina kobalta nitrātu R, kas vienāds ar 0,494 g Co(NO3)2 x 6H2O, un dzidro šķīdumu atšķaida ar ūdeni R līdz 1000 ml.
Taukos šķīstošā vara standartšķīdums (1000 ppm Cu). 5004700. 
Vara (metāla) organiskais savienojums eļļā.
Vara standartšķīdums (0,1 procents Cu). 5001100.
Ūdenī R izšķīdina vara sulfātu R, kas vienāds ar 0,393 g CuSO4 x 5H2O, un atšķaida līdz 100,0 ml ar to pašu šķīdinātāju.
Vara standartšķīdums (10 ppm Cu). 5001101.
Tieši pirms lietošanas ar ūdeni R simtkārt atšķaida vara standartšķīdumu (0,1 procents Cu) R.
Vara standartšķīdums (0,1 ppm Cu). 5001102.
Tieši pirms lietošanas ar ūdeni R simtkārt atšķaida vara standartšķīdumu (10 ppm Cu) R.
Ferocianīda standartšķīdums (100 ppm Fe(CN)6). 5001200.
Šķīdumu, kas 100,0 mililitros satur kālija ferocianīdu R, kas vienāds ar 0,20 g K4Fe(CN)6 x 3H2O, tieši pirms lietošanas desmitkārt  atšķaida ar ūdeni R.
Fericianīda standartšķīdums (50 ppm Fe(CN)6). 5001300.
Šķīdumu, kas 100,0 mililitros satur kālija fericianīdu R, kas vienāds ar 0,78 g K3Fe(CN)6, tieši pirms lietošanas simtkārtīgi atšķaida ar ūdeni R.
Fluorīda standartšķīdums (10 ppm F). 5001400.
Ūdenī R izšķīdina pirms tam 12 stundas pie 300 °C izkarsētu nātrija fluorīdu R, kas vienāds ar 0, 442 g NaF, un atšķaida līdz 1000,0 ml ar to pašu šķīdinātāju (1 ml = 0,2 mg F). Uzglabā polietilēna tvertnē. Tieši pirms lietošanas šķīdumu divdesmitkārtīgi atšķaida ar ūdeni R.
Fluorīda standartšķīdums (1 ppm F). 5001401.
Tieši pirms lietošanas fluorīda standartšķīdumu (10 ppm F) R desmitkārtīgi atšķaida ar ūdeni R.
Formaldehīda standartšķīdums (5 ppm CH2O). 5001500.
Tieši pirms lietošanas divsimtkārtīgi ar ūdeni R atšķaida šķīdumu, kas 1 litrā satur 1,0 g CH2O, kas iegūts no formaldehīda šķīduma R.
Germānija standartšķīdums (100 ppm Ge). 5004400.
0,01% (pēc tilpuma) fluorūdeņražskābē R izšķīdina amonija heksafluorgermanātu (IV) R, kas vienāds ar 0,307 g (NH4)2GeF6. Dzidro šķīdumu līdz 1000 ml atšķaida ar ūdeni R.
Glioksāla standartšķīdums (20 ppm C2H2O2). 5003700.
100 ml tilpuma mērkolbā nosver tādu daudzumu glioksāla šķīduma R, kas atbilst 0,200 g C2H2O2, un uzpilda līdz mēriedaļai ar etanolu R. Tieši pirms lietošanas šķīdumu simtkārtīgi atšķaida ar to pašu šķīdinātāju.
Glioksāla standartšķīdums (2 ppm C2H2O2). 5003701.
Tieši pirms lietošanas glioksāla standartšķīdumu (20 ppm C2H2O2) R desmitkārtīgi atšķaida ar etanolu R.
Ūdeņraža peroksīda standartšķīdums (10 ppm H2O2). 5005200.
10 ml atšķaidīta ūdeņraža peroksīda šķīduma R atšķaida līdz 300,0 ml ar ūdeni R. Tieši pirms lietošanas 10,0 ml šķīduma atšķaida līdz 1000,0 ml ar ūdeni R.
Jodīda standartšķīdums (10 ppm I). 5003800.
Šķīdumu, kas 100,0 mililitros satur kālija jodīdu R, kas vienāds ar 0,131 g KI, tieši pirms lietošanas simtkārtīgi atšķaida ar ūdeni R.
Dzelzs standartšķīdums (0,1 procents Fe). 5001605.
0,100 g Fe izšķīdina mazākajā nepieciešamajā daudzumā maisījuma, kas sastāv no vienādiem tilpumiem sālsskābes R un ūdens R, un atšķaida ar ūdeni R līdz 100,0 ml.
Dzelzs standartšķīdums (250 ppm Fe). 5001606.
Šķīdumu, kas 100 ml satur 4,840 g dzelzs (III) hlorīda R sālsskābes šķīdumā R ar koncentrāciju 150 g/l, tieši pirms lietošanas četrdesmitkārtīgi atšķaida ar ūdeni R.
Dzelzs standartšķīdums (20 ppm Fe). 5001600.
Tieši pirms lietošanas šķīdumu, kas 500,0 mililitros satur dzelzs amonija sulfātu R, kas vienāds ar 6,863 g FeNH4(SO4)2 x 12H2O, un 25 ml atšķaidītas sērskābes R, desmitkārtīgi atšķaida ar ūdeni R.
Dzelzs standartšķīdums (10 ppm Fe). 5001601.
Tieši pirms lietošanas šķīdumu, kas 1000,0 mililitros satur dzelzs amonija sulfātu R, kas vienāds ar 7,022 g Fe(NH4)2(SO4)2 x 6H2O, un 25 ml atšķaidītas sērskābes R, simtkārtīgi atšķaida ar ūdeni R.
Dzelzs standartšķīdums (8 ppm Fe). 5001602.
Tieši pirms lietošanas šķīdumu, kas 1000,0 mililitros satur 80 mg dzelzs R un 50 ml sālsskābes R (220 g/l HCl), desmitkārtīgi atšķaida ar ūdeni R.
Dzelzs standartšķīdums (2 ppm Fe). 5001603.
Tieši pirms lietošanas dzelzs standartšķīdumu (20 ppm Fe) R desmitkārtīgi atšķaida ar ūdeni R.
Dzelzs standartšķīdums (1 ppm Fe). 5001604.
Tieši pirms lietošanas dzelzs standartšķīdumu (20 ppm Fe) R divdesmitkārtīgi atšķaida ar ūdeni R.
Taukos šķīstošā svina standartšķīdums (1000 ppm Pb). 5004800. 
Svina (metāla) organiskais savienojums eļļā.
Svina standartšķīdums (0,1 procents Pb). 5001700. 
Ūdenī R izšķīdina svina nitrātu R, kas vienāds ar 0,400 g Pb(NO3)2, un atšķaida līdz 250,0 ml ar to pašu šķīdinātāju.
Svina standartšķīdums (0,1 procents Pb) R1. 5005400.
Atšķaidītā svinu nesaturošā slāpekļskābē R izšķīdina tādu svina nitrāta R daudzumu, kas vienāds ar 0,400 g Pb (NO3), un atšķaida līdz 250,0 ml ar to pašu šķīdinātāju.
Svina standartšķīdums (100 ppm Pb). 5001701.
Tieši pirms lietošanas svina standartšķīdumu (0,1 procents Pb) R desmitkārtīgi atšķaida ar ūdeni R.
Svina standartšķīdums (10 ppm Pb). 5001702.
Tieši pirms lietošanas svina standartšķīdumu (100 ppm Pb) R desmitkārtīgi atšķaida ar ūdeni R.
Svina standartšķīdums (10 ppm Pb) R1. 5001706.
Tieši pirms lietošanas desmitkārtīgi atšķaida ar ūdeni R šķīdumu, kas 100 mililitros ūdens R, kuram pievienots 1 ml svinu nesaturošas slāpekļskābes R, satur 0,160 g svina nitrāta R, un tad to atšķaida līdz 1000,0 ml.
Svina standartšķīdums (10 ppm Pb) R2. 5005401.
Svina standartšķīdumu (0,1 procents Pb) R1 atšķaida simtkārtīgi ar atšķaidītu svinu nesaturošu slāpekļskābi R. Izlietot vienas nedēļas laikā.
Svina standartšķīdums (2 ppm Pb). 5001703.
Tieši pirms lietošanas svina standartšķīdumu (10 ppm Pb) R pieckārtīgi atšķaida ar ūdeni R.
Svina standartšķīdums (1 ppm Pb). 5001704.
Tieši pirms lietošanas svina standartšķīdumu (10 ppm Pb) R desmitkārtīgi atšķaida ar ūdeni R.
Svina standartšķīdums (0,5 ppm Pb). 5005402.
Svina standartšķīdumu (10 ppm Pb) R2 divdesmitkārtīgi atšķaida ar atšķaidītu svinu nesaturošu slāpekļskābi R. Izlietot 1 dienas laikā.
Svina standartšķīdums (0,25 ppm Pb). 5006000.
Tieši pirms lietošanas svina standartšķīdumu (1 ppm Pb) R četrkārtīgi atšķaida ar ūdeni R.
Svina standartšķīdums (0,1 ppm Pb). 5001705.
Tieši pirms lietošanas svina standartšķīdumu (1 ppm Pb) R desmitkārtīgi atšķaida ar ūdeni R.
Magnija standartšķīdums (0,1 procents Mg). 5001803.
Destilētā ūdenī R izšķīdina magnija sulfātu R, kas vienāds ar 1,010 g MgSO4 x 7H2O, un atšķaida līdz 100,0 ml ar to pašu šķīdinātāju.
Magnija standartšķīdums (100 ppm Mg). 5001800.
Tieši pirms lietošanas šķīdumu, kas 100,0 mililitros satur magnija sulfātu R, kas vienāds ar 1,010 g MgSO4 x 7H2O, desmitkārtīgi atšķaida ar ūdeni R.
Magnija standartšķīdums (10 ppm Mg). 5001801.
Tieši pirms lietošanas magnija standartšķīdumu (100 ppm Mg) R desmitkārtīgi atšķaida ar ūdeni R.
Magnija standartšķīdums (10 ppm Mg) R1. 5001802.
Tieši pirms lietošanas šķīdumu, kas 1000,0 mililitros atšķaidītas sālsskābes R satur 8,365 g magnija hlorīdu R, simtkārtīgi atšķaida ar ūdeni R.
Mangāna standartšķīdums (1000 ppm Mn). 5005800.
500 mililitros 1M slāpekļskābes izšķīdina mangāna sulfātu R, kas vienāds ar 3,08 g MnSO4 x H2O, un ar ūdeni R atšķaida līdz 1000 ml.
Mangāna standartšķīdums (100 ppm Mn). 5004500.
500 mililitros 1M slāpekļskābes izšķīdina mangāna sulfātu R, kas vienāds ar 0,308 g of MnSO4 x H2O, un dzidro šķīdumu ar ūdeni R atšķaida līdz 1000 ml.
Dzīvsudraba standartšķīdums (1000 ppm Hg). 5001900.
50 mililitros atšķaidītas slāpekļskābes R izšķīdina dzīvsudraba hlorīdu R, kas vienāds ar 1,354 g HgCI2, un ar ūdeni R atšķaida līdz 1000,0 ml.
Dzīvsudraba standartšķīdums (10 ppm Hg). 5001901.
Šķīdumu, kas 250,0 mililitros satur dzīvsudraba hlorīdu R, kas vienāds ar 0,338 g HgCl2, tieši pirms lietošanas simtkārtīgi atšķaida ar ūdeni.
Taukos šķīstošā niķeļa standartšķīdums (1000 ppm Ni). 5004900. 
Niķeļa (metāla) organiskais savienojums eļļā.
Niķeļa standartšķīdums (10 ppm Ni). 5002000.
Šķīdumu, kas 1000,0 mililitros satur niķeļa sulfātu R, kas vienāds ar 4,78 g NiSO4 x 7H2O, tieši pirms lietošanas simtkārtīgi atšķaida ar ūdeni R.
Niķeļa standartšķīdums (5 ppm Ni). 5005900.
Tieši pirms lietošanas niķeļa standartšķīdumu (10 ppm Ni) R divkārtīgi atšķaida ar ūdeni hromatogrāfijai R.
Niķeļa standartšķīdums (0,2 ppm Ni). 5002002.
Tieši pirms lietošanas niķeļa standartšķīdumu (10 ppm Ni) R piecdesmitkārtīgi atšķaida ar ūdeni R.
Niķeļa standartšķīdums (0,1 ppm Ni). 5002001.
Tieši pirms lietošanas niķeļa standartšķīdumu (10 ppm Ni) R simtkārtīgi atšķaida ar ūdeni R.
Nitrāta standartšķīdums (100 ppm NO3). 5002100.
Šķīdumu, kas 500,0 mililitros satur kālija nitrātu R, kas vienāds ar 0,815 g KNO3, tieši pirms lietošanas desmitkārtīgi atšķaida ar ūdeni R.
Nitrāta standartšķīdums (10 ppm NO3). 5002101.
Tieši pirms lietošanas nitrāta standartšķīdumu (100 ppm NO3) R desmitkārtīgi atšķaida ar ūdeni R.
Nitrāta standartšķīdums (2 ppm NO3). 5002102.
Tieši pirms lietošanas nitrāta standartšķīdumu (10 ppm NO3) R pieckārtīgi atšķaida ar ūdeni R.
Pallādija standartšķīdums (500 ppm Pd). 5003600.
9 mililitros sālsskābes R izšķīdina 50,0 mg pallādija R un atšķaida ar ūdeni R līdz 100,0 ml.
Pallādija standartšķīdums (20 ppm Pd). 5003602.
2 mililitros siltas sālsskābes R izšķīdina 0,333 g pallādija hlorīda R. Šķīdumu atšķaida līdz 1000,0 ml ar maisījumu, kas vienādos tilpumos sastāv no atšķaidītas sālsskābes un ūdens R. Tieši pirms lietošanas šķīdumu desmitkārtīgi atšķaida ar ūdeni R.
Pallādija standartšķīdums (0,5 ppm Pd). 5003601.
1 ml pallādija standartšķīdumu (500 ppm Pd) R atšķaida līdz 1000 ml ar maisījumu, kas sastāv no 0,3 tilpumiem slāpekļskābes R un 99,7 tilpumiem ūdens R.
Fosfāta standartšķīdums (200 ppm PO4). 5004200.
Ūdenī R izšķīdina kālija dihidrogēnfosfātu R, kas vienāds ar 0,286 g KH2PO4, un atšķaida līdz 1000,0 ml ar to pašu šķīdinātāju.
Fosfāta standartšķīdums (5 ppm PO4). 5002200.
Šķīdumu, kas 1000,0 mililitros satur kālija dihidrogēnfosfātu R, kas vienāds ar 0,716 g KH2PO4, tieši pirms lietošanas simtkārtīgi atšķaida ar ūdeni R.
Platīna standartšķīdums (30 ppm Pt). 5002300.
Šķīdumu, kas 100,0 mililitros 1M sālsskābes satur 80 mg hlorplatīnskābes R, tieši pirms lietošanas desmitkārtīgi atšķaida ar 1M sālsskābi.
Kālija standartšķīdums (0,2 procenti K). 5002402.
Destilētā ūdenī R izšķīdina kālija sulfātu R, kas vienāds ar 0,446 g K2SO4, un atšķaida līdz 100,0 ml ar to pašu šķīdinātāju.
Kālija standartšķīdums (600 ppm K). 5005100.
Šķīdumu, kas 100,0 mililitros satur kālija sulfātu R, kas vienāds ar 2,676 g K2SO4, tieši pirms lietošanas divdesmitkārtīgi atšķaida ar ūdeni R.
Kālija standartšķīdums (100 ppm K). 5002400.
Šķīdumu, kas 100,0 mililitros satur kālija sulfātu R, kas vienāds ar 0,446 g K2SO4, tieši pirms lietošanas divdesmitkārtīgi atšķaida ar ūdeni R.
Kālija standartšķīdums (20 ppm K). 5002401.
Tieši pirms lietošanas kālija standartšķīdumu (100 ppm K) R  pieckārtīgi atšķaida ar ūdeni R.
Selēna standartšķīdums (100 ppm Se). 5002500.
2 mililitros slāpekļskābes R izšķīdina 0,100 g selēna R. Ietvaicē līdz sausam stāvoklim. Atlikumu izšķīdina 2 ml ūdens R un ietvaicē līdz sausam stāvoklim; šo procedūru atkārto trīs reizes. Atlikumu izšķīdina 50 ml atšķaidītas sālsskābes R un atšķaida līdz 1000,0 ml ar to pašu skābi.
Selēna standartšķīdums (1 ppm Se). 5002501.
Šķīdumu, kas 100,0 mililitros satur selēnpaskābi R, kas vienāda ar 6,54 mg H2SeO3, tieši pirms lietošanas četrdesmitkārtīgi atšķaida ar ūdeni R.
Sudraba standartšķīdums (5 ppm Ag). 5002600.
Šķīdumu, kas 1000,0 mililitros satur sudraba nitrātu R, kas vienāds ar 0,790 g AgNO3, tieši pirms lietošanas simtkārtīgi atšķaida ar ūdeni R.
Nātrija standartšķīdums (1000 ppm Na). 5005700.
Maisījumā, kas satur 25 ml ūdens R un 25 ml slāpekļskābes R, izšķīdina bezūdens nātrija karbonātu R, kas vienāds ar 2,305 g Na2CO3, un atšķaida ar ūdeni R līdz 1000,0 ml.
Nātrija standartšķīdums (200 ppm Na). 5002700.
Šķīdumu, kas 100,0 mililitros satur nātrija hlorīdu R, kas vienāds ar 0,509 g NaCl, tieši pirms lietošanas desmitkārtīgi atšķaida ar ūdeni R.
Nātrija standartšķīdums (50 ppm Na). 5002701.
Nātrija hlorīda standartšķīdumu (200 ppm Na) R četrkārt atšķaida ar ūdeni R.
Stroncija standartšķīdums (1,0 procents Sr). 5003900.
Ar ūdeni R pārsedz stroncija karbonātu R, kas vienāds ar 1,6849 g SrCO3. Uzmanīgi pievieno sālsskābi R, kamēr visas cietās daļiņas ir izšķīdušas, un nenotiek tālāka gāzes izdalīšanās. Atšķaida ar ūdeni R līdz 100,0 ml.
Sulfāta standartšķīdums (100 ppm SO4). 5002802.
Šķīdumu, kas 100,0 mililitros satur kālija sulfātu R, kas vienāds ar 0,181 g K2SO4, tieši pirms lietošanas desmitkārtīgi atšķaida ar destilētu ūdeni R.
Sulfāta standartšķīdums (10 ppm SO4). 5002800.
Šķīdumu, kas 100,0 mililitros satur kālija sulfātu R, kas vienāds ar 0,181 g K2SO4, tieši pirms lietošanas simtkārtīgi atšķaida ar destilētu ūdeni R.
Sulfāta standartšķīdums (10 ppm SO4) R1. 5002801.
Šķīdumu, kas 100,0 mililitros spirta (30 % pēc tilpuma) R satur kālija sulfātu R, kas vienāds ar 0,181 g K2SO4, tieši pirms lietošanas simtkārtīgi atšķaida ar spirtu (30 % pēc tilpuma).
Sulfīta standartšķīdums (80 ppm SO2). 5005500.
Svaigi sagatavotā destilētā ūdenī R izšķīdina 3,150 g bezūdens nātrija sulfītu R un atšķaida līdz 100,0 ml ar to pašu šķīdinātāju. 0,5 ml šķīduma atšķaida līdz 100,0 ml ar svaigi sagatavotu destilētu ūdeni R.
Sulfīta standartšķīdums (1,5 ppm SO2). 5002900.
Ūdenī R izšķīdina nātrija metabisulfītu R, kas vienāds ar 0,152 g Na2S2O5, un atšķaida līdz 100,0 ml ar to pašu šķīdinātāju. 5,0 ml šā šķīduma atšķaida līdz 100,0 ml ar ūdeni R. Pie 3,0 ml iegūtā šķīduma pievieno 4,0 ml 0,1M nātrija hidroksīdu un atšķaida līdz 100,0 ml ar ūdeni R.
Tallija standartšķīdums (10 ppm Tl). 5003000.
Šķīdumā, kas satur 9 g/l nātrija hlorīda R, izšķīdina tallija (I) sulfātu R, kas vienāds ar 0,1235 g TI2SO4, un atšķaida līdz 1000,0 ml ar to pašu šķīdumu. 10,0 ml šķīduma atšķaida līdz 100,0 ml ar šķīdumu, kas satur 9 g/l nātrija hlorīda R.
Taukos šķīstošās alvas standartšķīdums (1000 ppm Sn). 5005000. 
Alvas (metāla) organiskais savienojums eļļā.
Alvas standartšķīdums (5 ppm Sn). 5003100.
Maisījumā, kas satur 5 ml ūdens R un 25 ml sālsskābes R, izšķīdina alvu R, kas vienāda ar 0,500 g Sn, un atšķaida līdz 1000,0 ml ar ūdeni R. Tieši pirms lietošanas šķīdumu simtkārtīgi atšķaida ar 2,5 % (pēc tilpuma) sālsskābi R.
Alvas standartšķīdums (0,1 ppm Sn). 5003101.
Tieši pirms lietošanas alvas standartšķīdumu (5 ppm Sn) R piecdesmitkārtīgi atšķaida ar ūdeni R.
Titāna standartšķīdums (100 ppm Ti). 5003200.
100,0 mg titāna R izšķīdina 100 ml sālsskābes R, kas atšķaidīta līdz 150 ml ar ūdeni R; ja nepieciešams, karsē. Atdzesē un atšķaida līdz 1000 ml ar ūdeni R.
Vanādija standartšķīdums (1 g/l V). 5003300.
Izšķīdina ūdenī R amonija vanadātu R, kas vienāds ar 0,230 g NH4VO3, un atšķaida līdz 100,0 ml ar to pašu šķīdinātāju.
Cinka standartšķīdums (5 mg/ml Zn). 5003400.
15 mililitros sālsskābes R izšķīdina 3,15 g cinka oksīda R un atšķaida ar ūdeni R līdz 500,0 ml.
Cinka standartšķīdums (100 ppm Zn). 5003401.
Tieši pirms lietošanas šķīdumu, kas 100,0 mililitros satur 1 ml etiķskābes R un cinka sulfātu R, kas vienāds ar 0,440 g ZnSO4 x 7H2O, desmitkārtīgi atšķaida ar ūdeni R.
Cinka standartšķīdums (10 ppm Zn). 5003402.
Tieši pirms lietošanas cinka standartšķīdumu (100 ppm Zn) R desmitkārtīgi atšķaida ar ūdeni R.
Cinka standartšķīdums (5 ppm Zn). 5003403.
Tieši pirms lietošanas cinka standartšķīdumu (100 ppm Zn) R divdesmitkārtīgi atšķaida ar ūdeni R.
Cirkonija standartšķīdums (1 g/l Zr). 5003500.
Maisījumā, kas sastāv no 2 tilpumiem sālsskābes R un 8 tilpumiem ūdens R, izšķīdina cirkonilnitrātu R, kas vienāds ar 0,293 g ZrO(NO3)2 x 2H2O, un ar to pašu šķīdinātāju maisījumu atšķaida līdz 100,0 ml.
ieteicamie šķīdumi un barotnes
Turpmāk minētie šķīdumi un barotnes ir atzīti par derīgiem tiem mērķiem, kādiem tie Farmakopejā norādīti bakteriālā piesārņojuma noteikšanai. Var izmantot citas barotnes, ja attiecībā uz pārbaudāmajiem mikroorganismiem to barojošās un selektīvās īpašības ir līdzīgas.
	Buferēts nātrija hlorīda – peptona šķīdums pH 7.0

	Kālija dihidrogēnfosfāts
	3,6 g

	Dinātrija hidrogēnfosfāta dihidrāts
	7,2 g, līdzvērtīgs 0,067 M fosfātam

	Nātrija hlorīds
	4,3 g

	Peptons (no gaļas vai kazeīna)
	1,0 g

	Attīrīts ūdens
	1000 ml


 Šim šķīdumam var pievienot virsmaktīvas vielas vai antibakteriālo līdzekļu inaktivatorus, piemēram, šādus:
Polisorbāts 80
1-10 g/l
Sterilizē autoklavējot pie 121 °C 15 minūtes.
	Buljona barotne A (Kazeīna – sojas pupiņu hidrolizāta barotne)
	

	Kazeīna pankreātiskais hidrolizāts
	17,0 g

	Sojas pupiņu papaīna hidrolizāts
	3,0 g

	Nātrija hlorīds
	5,0 g

	Dikālija hidrogēnfosfāts
	2,5 g

	Glikoze (monohidrāts)
	2,5 g

	Attīrīts ūdens
	1000 ml


pH noregulē tā, lai pēc sterilizācijas tas būtu 7,3 ± 0,2. Sterilizē autoklavējot 121 °C temperatūrā 15 minūtes.
	Agara barotne B (Kazeīna – sojas pupiņu hidrolizāta agars)
	

	Kazeīna pankreātiskais hidrolizāts
	15,0 g

	Sojas pupiņu papaīna hidrolizāts
	5,0 g

	Nātrija hlorīds
	5,0 g

	Agars
	15,0 g

	Attīrīts ūdens
	1000 ml


pH noregulē tā, lai pēc sterilizācijas tas būtu 7,3 ± 0,2. Sterilizē autoklavējot 121 °C temperatūrā 15 minūtes.
	Agara barotne C (Saburo – glikozes agars ar antibiotikām

	Peptoni (no gaļas un kazeīna)
	10,0 g

	Glikoze (monohidrāts)
	40,0 g

	Agars
	15,0 g

	Attīrīts ūdens
	1000 ml


pH noregulē tā, lai pēc sterilizācijas tas būtu 5,6 ± 0,2. Sterilizē autoklavējot 121 °C temperatūrā 15 minūtes. Tieši pirms izmantošanas sterilu šķīdumu veidā pievieno 0,10 g benzilpenicilīna nātrija sāli un 0,10 g tetraciklīnu uz litru barotnes vai, alternatīvi, pirms sterilizācijas uz litru barotnes pievieno 50 mg hloramfenikola.
	Buljona barotne D (Laktozes monohidrāta barotne)
	

	Liellopu gaļas ekstrakts
	3,0 g

	Želatīna pankreātiskais hidrolizāts
	5,0 g

	Laktozes monohidrāts
	5,0 g

	Attīrīts ūdens
	1000 ml


pH noregulē tā, lai pēc sterilizācijas tas būtu 6,9 ± 0,2. Sterilizē autoklavējot 121 °C temperatūrā 15 minūtes un nekavējoties atdzesē.
	Bagātinošā buljona barotne E (Mosela [Mossel] enterobaktēriju bagātinošais buljons)

	Želatīna pankreātiskais hidrolizāts
	10,0 g

	Glikoze (monohidrāts)
	5,0 g

	Dehidrēta vērša žults
	20,0 g

	Kālija dihidrogēnfosfāts
	2,0 g

	Dinātrija hidrogēnfosfāta dihidrāts
	8,0 g

	Briljantzaļais
	15 mg

	Attīrīts ūdens
	1000 ml


pH noregulē tā, lai pēc karsēšanas tas būtu 7,2 ± 0,2. Karsē 30 minūtes 100 °C temperatūrā un nekavējoties atdzesē.
	Agara barotne F (Kristālvioletais, neitrālsarkanais, žults agars ar glikozi)

	Rauga ekstrakts
	3,0 g

	Želatīna pankreātiskais hidrolizāts
	7,0 g

	Žults sāļi
	1,5 g

	Laktozes monohidrāts
	10,0 g

	Nātrija hlorīds
	5,0 g

	Glikoze (monohidrāts)
	10,0 g

	Agars
	15,0 g

	Neitrālsarkanais
	30 mg

	Kristālvioletais
	2 mg

	Attīrīts ūdens
	1000 ml


pH noregulē tā, lai pēc karsēšanas tas būtu 7,4 ± 0,2. Karsē līdz vārīšanās temperatūrai; nekarsē autoklāvā.
	Buljona barotne G (Makkonkeja [MacConkey] buljons)
	

	Želatīna pankreātiskais hidrolizāts
	20,0 g

	Laktozes monohidrāts
	10,0 g

	Dehidrēta vērša žults
	5,0 g

	Bromkrezolpurpursarkanais
	10 mg

	Attīrīts ūdens
	1000 ml


pH noregulē tā, lai pēc sterilizācijas tas būtu 7,3 ± 0,2. Sterilizē autoklavējot 121 °C temperatūrā 15 minūtes.
	Agara barotne H (Makkonkeja [MacConkey] agars)

	Želatīna pankreātiskais hidrolizāts
	17,0 g

	Peptoni (no gaļas un kazeīna)
	3,0 g

	Laktozes monohidrāts
	10,0 g

	Nātrija hlorīds
	5,0 g

	Žults sāļi
	1,5 g

	Agars
	13,5 g

	Neitrālsarkanais
	30,0 mg

	Kristālvioletais
	1 mg

	Attīrīts ūdens
	1000 ml

	


pH noregulē tā, lai pēc sterilizācijas tas būtu 7,1 ± 0,2. Vāra 1 minūti nepārtraukti maisot, tad sterilizē autoklavējot 121 °C temperatūrā 15 minūtes.
	Buljona barotne I (Tetrationāta – žults - briljantzaļā buljons)

	Peptons
	8,6 g

	Vērša žults, žāvēta
	8,0 g

	Nātrija hlorīds
	6,4 g

	Kalcija karbonāts
	20,0 g

	Kālija tetrationāts
	20,0 g

	Briljantzaļais
	70 mg

	Attīrīts ūdens
	1000 ml


pH noregulē tā, lai pēc karsēšanas tas būtu 7,0 ± 0,2. Uzkarsē līdz vārīšanas temperatūras sasniegšanai. Atkārtoti nekarsēt.
	Agara barotne J (Dezoksiholāta – citrāta agars)
	

	Liellopu gaļas ekstrakts
	10,0 g

	Gaļas peptons
	10,0 g

	Laktozes monohidrāts
	10,0 g

	Nātrija citrāts
	20,0 g

	Dzelzs citrāts
	1,0 g

	Nātrija dezoksiholāts
	5,0 g

	Agars
	13,5 g

	Neitrālsarkanais
	20 mg

	Attīrīts ūdens
	1000 ml

	


pH noregulē tā, lai pēc karsēšanas tas būtu 7,3 ± 0,2. Uzmanīgi uzkarsē līdz vārīšanās temperatūrai, vāra 1 minūti, atdzesē līdz 50 °C un izlej Petri platēs. Nekarsēt autoklāvā.
	Agara barotne K (ksilozes- lizīna – dezoksiholāta agars)

	Ksiloze
	3,5 g

	L-lizīns
	5,0 g

	Laktozes monohidrāts
	7,5 g

	Saharoze
	7,5 g

	Nātrija hlorīds
	5,0 g

	Rauga ekstrakts
	3,0 g

	Fenolsarkanais
	80 mg

	Agars
	13,5 g

	Nātrija dezoksiholāts
	2,5 g

	Nātrija tiosulfāts
	6,8 g

	Dzelzs amonija citrāts
	0,8 g

	Attīrīts ūdens
	1000 ml

	


pH noregulē tā, lai pēc karsēšanas tas būtu 7,4 ± 0,2. Uzmanīgi uzkarsē līdz vārīšanās temperatūrai, atdzesē līdz 50 °C un izlej Petri platēs. Nekarsēt autoklāvā.
	Agara barotne L (Briljantzaļā – fenolsarkanā – laktozes monohidrāta – saharozes agars)

	Peptoni (no gaļas un kazeīna)
	10,0 g

	Rauga ekstrakts
	3,0 g

	Nātrija hlorīds
	5,0 g

	Laktozes monohidrāts
	10,0 g

	Saharoze
	10,0 g

	Agars
	20,0 g

	Fenolsarkanais
	80 mg

	Briljantzaļais
	12,5 mg

	Attīrīts ūdens
	1000 ml


Karsē līdz vārīšanās temperatūrai 1 minūti. pH noregulē tā, lai pēc sterilizācijas tas būtu 6,9 ± 0,2. Tieši pirms lietošanas sterilizē autoklavējot 15 minūtes 121 °C temperatūrā, atdzesē līdz 50 °C un izlej Petri platēs.
	Agara barotne M (Trīskāršais cukura – dzelzs agars)

	Liellopu gaļas ekstrakts
	3,0 g

	Rauga ekstrakts
	3,0 g

	Peptoni (no kazeīna un liellopu gaļas)
	20,0 g

	Nātrija hlorīds
	5,0 g

	Laktozes monohidrāts
	10,0 g

	Saharoze
	10,0 g

	Glikoze (monohidrāts)
	1,0 g

	Dzelzs amonija citrāts
	0,3 g

	Nātrija tiosulfāts
	0,3 g

	Fenolsarkanais
	25 mg

	Agars
	12,0 g

	Attīrīts ūdens
	1000 ml


Karsē skalinot līdz vārīšanās temperatūrai 1 minūti. pH noregulē tā, lai pēc sterilizācijas tas būtu 7,4 ± 0,2. Iepilda mēģenēs līdz 1/3 no to augstuma, sterilizē autoklavējot 15 minūtes 121 °C temperatūrā un ļauj atdzist tādā stāvoklī, lai varētu izveidoties slīpa agara barotnes virsma.
	Agara barotne N (Cetrimīda agars)

	Želatīna pankreātiskais hidrolizāts
	20,0 g

	Magnija hlorīds
	1,4 g

	Kālija sulfāts
	10,0 g

	Cetrimīds
	0,3 g

	Agars
	13,6 g

	Attīrīts ūdens
	1000 ml

	Glicerīns
	10,0 ml


Karsē skalinot līdz vārīšanās temperatūrai 1 minūti. pH noregulē tā, lai pēc sterilizācijas tas būtu 7,2 ± 0,2. Sterilizē autoklavējot 121 °C temperatūrā 15 minūtes.
	Agara barotne O (Bērda – Pārkera [Baird-Parker] agars)

	Kazeīna pankreātiskais hidrolizāts
	10,0 g

	Liellopu gaļas ekstrakts
	5,0 g

	Rauga ekstrakts
	1,0 g

	Litija hlorīds
	5,0 g

	Agars
	20,0 g

	Glicīns
	12,0 g

	Nātrija piruvāts
	10,0 g

	Attīrīts ūdens
	950 ml


Karsē skalinot līdz vārīšanās temperatūrai 1 minūti. pH noregulē tā, lai pēc sterilizācijas tas būtu 6,8 ± 0,2. Sterilizē autoklavējot 15 minūtes 121 °C temperatūrā, atdzesē līdz 45-50 °C un pievieno 10 ml sterila kālija telurīta šķīdumu (10 g/l) un 50 ml olas dzeltenuma emulsiju.
	Barotne P (Pastiprinātā barotne klostrīdiju kultivēšanai)

	Liellopu gaļas ekstrakts
	10,0 g

	Peptons
	10,0 g

	Rauga ekstrakts
	3,0 g

	Šķīstošā ciete
	1,0 g

	Glikoze (monohidrāts)
	5,0 g

	Cisteīna hidrohlorīds
	0,5 g

	Nātrija hlorīds
	5,0 g

	Nātrija acetāts
	3,0 g

	Agars
	0,5 g

	Attīrīts ūdens
	1000 ml


Samitrina agaru, izšķīdina karsējot līdz vārīšanās temperatūrai un nepārtraukti maisot. Nepieciešamības gadījumā pH noregulē tā, lai pēc sterilizācijas tas būtu ap 6,8. Sterilizē autoklavējot 121 °C temperatūrā 15 minūtes.
	Barotne Q (Kolumbijas agars)

	Kazeīna pankreātiskais hidrolizāts
	10,0 g

	Gaļas pepsīna hidrolizāts
	5,0 g

	Sirds pankreātiskais hidrolizāts
	3,0 g

	Rauga ekstrakts
	5,0 g

	Kukurūzas ciete
	1,0 g

	Nātrija hlorīds
	5,0 g

	Agars, saskaņā ar tā gelveidošanas spēju
	10,0-15,0 g

	Attīrīts ūdens
	1000 ml


Samitrina agaru, izšķīdina karsējot līdz vārīšanās temperatūrai un nepārtraukti maisot. Nepieciešamības gadījumā pH noregulē tā, lai pēc sterilizācijas tas būtu 7,3 ± 0,2. Sterilizē autoklavējot 121 °C temperatūrā 15 minūtes. Ļauj atdzist līdz 45-50 °C, pievieno, ja nepieciešams, gentamicīna sulfātu, kas atbilst 20 mg gentamicīna, un izlej Petri platēs.
	Barotne R (Laktozes monohidrāta – sulfīta barotne)

	Kazeīna pankreātiskais hidrolizāts
	5,0 g

	Rauga ekstrakts
	2,5 g

	Nātrija hlorīds
	2,5 g

	Laktozes monohidrāts
	10,0 g

	Cisteīna hidrohlorīds
	0,3 g

	Attīrīts ūdens
	1000 ml


Izšķīdina, pH noregulē uz 7,1 ± 0,1 un sapilda pa 8 ml 16 mm x 160 mm mēģenēs, kurās ievietota maza Durhama caurulīte. Sterilizē autoklavējot 121 °C temperatūrā 15 minūtes un uzglabā 4 °C temperatūrā.
Pirms izmantošanas barotni 5 minūtes uzsilda ūdens vannā un atdzesē. Pie katras mēģenes pievieno 0,5 ml nātrija metabisulfīta R šķīdumu (12 g/l) un 0,5 ml dzelzs amonija citrāta šķīdumu (10 g/l); abiem šķīdumiem jābūt svaigi pagatavotiem un izfiltrētiem caur membrānu filtriem (poru izmērs: 0,45 μm).
	Agara barotne S (R2A)

	Rauga ekstrakts
	0,5 g

	Proteozes peptons
	0,5 g

	Kazeīna hidrolizāts
	0,5 g

	Glikoze
	0,5 g

	Ciete
	0,5 g

	Dikālija hidrogēnfosfāts
	0,3 g

	Bezūdens magnija sulfāts
	0,024 g

	Nātrija piruvāts
	0,3 g

	Agars
	15,0 g

	Attīrīts ūdens
	1000 ml


pH noregulē tā, lai pēc sterilizācijas tas būtu 7,2 ± 0,2. Sterilizē autoklavējot 121 °C temperatūrā 15 minūtes.
neitralizējošIE LĪDZEKĻI
Lai neitralizētu antibakteriālo līdzekļu aktivitāti, var izmantot neitralizējošus līdzekļus. Tos var pievienot buferētam nātrija hlorīda – peptona šķīdumam (pH 7,0), vēlams pirms sterilizācijas. Ja tiek izmantoti, ir jāparāda to efektivitāte un netoksiskums attiecībā pret mikroorganismiem.
	Tipiskam neitralizējošam šķidrumam ir šāds sastāvs:

	Polisorbāts 80
	30 g

	Lecitīns (no olām)
	3 g

	Histidīna hidrohlorīds
	1 g

	Peptons (no gaļas vai kazeīna)
	1 g

	Nātrija hlorīds
	4,3 g

	Kālija dihidrogēnfosfāts
	3,6 g

	Dinātrija hidrogēnfosfāta dihidrāts
	7,2 g

	Attīrīts ūdens
	1000 ml


Sterilizē autoklavējot pie 121 °C 15 minūtes.
Ja šķīdumam nav pietiekamas neitralizēšanas spējas, var palielināt polisorbāta 80 vai lecitīna koncentrāciju. Alternatīvi, var pievienot 2.6.13.-3. tabulā minētās neitralizējošās vielas.
2.6.13.-3. tabula - Antibakteriālo līdzekļu inaktivatori, kurus var pievienot buferētam nātrija hlorīda – peptona šķīdumam ar pH 7,0
	Antibakteriālā līdzekļa tips
	Inaktivators
	Koncentrācija
	Piezīme

	Fenoli
	Nātrija laurilsulfāts
	 4 g/l
	Pievieno pēc sterilizācijas buferēta nātrija hlorīda – peptona šķīdumam ar pH 7,0

	
	Polisorbāts 80 un lecitīns
	30 g/l un 3 g/l
	

	
	Olu dzeltenumi
	5 ml/l – 50 ml/l
	

	Dzīvsudraborganiskie savienojumi
	Nātrija tioglikolāts
	0,5 g/l - 5 g/l
	

	Dzīvsudraba halogenīdi
	Nātrija tiosulfāts - tioglikolāts
	5 g/l
	

	Halogēni
	Nātrija tiosulfāts
	5 g/l
	

	Četraizvietotā amonija savienojumi
	Olu dzeltenumi
	5 ml/l - 50 ml/l
	Pievieno pēc sterilizācijas buferēta nātrija hlorīda – peptona šķīdumam ar pH 7,0


4.1.3. buferšķīdumi
Buferēts acetona šķīdums. 4000100.
Ūdenī R izšķīdina 8,15 g nātrija acetāta R un 42 g nātrija hlorīda R, pievieno 68 ml 0,1 M sālsskābes un 150 ml acetona R un atšķaida līdz 500 ml ar ūdeni R.
Buferšķīdums, pH 2,0. 4000200
Ūdenī R izšķīdina 6,57 g kālija hlorīda R un pievieno 119,0 ml 0,1 M sālsskābes. Atšķaida ar ūdeni R līdz 1000,0 ml.
Fosfāta buferšķīdums, pH 2,0. 4007900.
Ūdenī R izšķīdina 8,95 g dinātrija hidrogēnfosfāta R un 3,40 g kālija dihidrogēnfosfāta R un atšķaida līdz 1000,0 ml ar to pašu šķīdinātāju. Nepieciešamības gadījumā koriģē pH (2.2.3.) ar fosforskābi R.
Sulfāta buferšķīdums, pH 2,0. 4008900.
Ūdenī R izšķīdina 132,1 gramu amonija sulfāta R un atšķaida ar to pašu šķīdinātāju līdz 500,0 ml (Šķīdums I). Uzmanīgi un ar pastāvīgu dzesēšanu iemaisa 14 ml sērskābes R apmēram 400 mililitros ūdens R; ļauj atdzist un atšķaida ar ūdeni R līdz 500,0 ml (Šķīdums II). Sajauc vienādus šķīdumu I un II tilpumus. Nepieciešamības gadījumā koriģē pH (2.2.3.).
Buferšķīdums, pH 2,2. 4010500.
Sajauc 6,7 ml fosforskābes R ar 50,0 ml 4% atšķaidīta nātrija hidroksīda šķīdumu R un atšķaida līdz 1000,0 ml ar ūdeni R.
Buferšķīdums, pH 2,5. 4000300.
800 ml ūdens R izšķīdina 100 g kālija dihidrogēnfosfāta R; koriģē pH uz 2,5 (2.2.3.) ar sālsskābi R un atšķaida līdz 1000,0 ml ar ūdeni R.
Buferšķīdums, pH 2,5 R1. 4000400.
Pie 4,9 g atšķaidītas fosforskābes R pievieno 250 ml ūdens R. Koriģē pH (2.2.3.) ar atšķaidītu nātrija hidroksīda šķīdumu R un atšķaida līdz 500,0 ml ar ūdeni R.
Fosfāta buferšķīdums, pH 2,8. 4010600.
900 ml ūdens R izšķīdina 7,8 g nātrija dihidrogēnfosfāta R; koriģē pH uz 2,8 (2.2.3.) ar fosforskābi R un atšķaida līdz 1000 ml ar to pašu šķīdinātāju.
Buferšķīdums, pH 3,0. 4008000.
200 mililitros 1 M nātrija hidroksīda šķīduma izšķīdina 21,0 g citronskābes R un atšķaida līdz 1000 ml ar ūdeni R. 40,3 ml šī šķīduma atšķaida līdz 100,0 ml ar 0,1 M sālsskābi.
0,25 M citrāta buferšķīdums, pH 3,0. 4012600.
80 mililitros ūdens R izšķīdina 4.8 g citronskābes R. Koriģē pH (2.2.3.) ar 1M nātrija hidroksīdu un atšķaida līdz 100,0 ml ar ūdeni R.
0,1 M fosfāta buferšķīdums, pH 3,0. 4011500.
Ūdenī R izšķīdina 12,0 g bezūdens nātrija dihidrogēnfosfāta R, koriģē pH (2.2.3.) ar atšķaidītu fosforskābi R1 un atšķaida līdz 1000 ml ar ūdeni R.
Fosfāta buferšķīdums, pH 3,0. 4000500.
100 ml ūdens R sajauc ar 0,7 ml fosforskābes R. Atšķaida līdz 900 ml ar to pašu šķīdinātāju. Koriģē pH uz 3,0 (2.2.3.) ar koncentrētu nātrija hidroksīda šķīdumu R un atšķaida līdz 1000 ml ar ūdeni R.
Fosfāta buferšķīdums, pH 3,0 R1. 4010000.
900 ml ūdens R izšķīdina 3,.40 g kālija dihidrogēnfosfāta R; koriģē pH uz 3,0 (2.2.3.) ar fosforskābi R un atšķaida līdz 1000,0 ml ar ūdeni R.
Fosfāta buferšķīdums, pH 3,2. 4008100.
Pie 900 ml nātrija dihidrogēnfosfāta R šķīduma (4 g/l) pievieno 100 ml fosforskābes R šķīduma (2,5 g/l). Nepieciešamības gadījumā koriģē pH (2.2.3.).
Fosfāta buferšķīdums, pH 3,2 R1. 4008500.
35,8 g/l dinātrija hidrogēnfosfāta R šķīduma pH koriģē uz 3,2 (2.2.3.) ar atšķaidītu fosforskābi R. 100,0 ml šķīduma līdz 2000,0 ml atšķaida ar ūdeni R.
Buferšķīdums, pH 3,5. 4000600.
25 mililitros ūdens R izšķīdina 25,0 g amonija acetāta R un pievieno 38,0 ml sālsskābes R. Nepieciešamības gadījumā koriģē pH (2.2.3.) ar atšķaidītu sālsskābi R vai atšķaidītu amonjaka šķīdumu R1. Atšķaida ar ūdeni R līdz 100,0 ml.
Fosfāta buferšķīdums, pH 3,5. 4000700.
Ūdenī R izšķīdina 68,0 g kālija dihidrogēnfosfāta R un atšķaida ar to pašu šķīdinātāju līdz 1000,0 ml. Koriģē pH (2.2.3.) ar fosforskābi R.
Buferšķīdums, pH 3,6. 4000800.
Pie 250 ml 0,2 M kālija hidrogēnftalāta R pievieno 11,94 ml 0,2 M sālsskābes. Atšķaida ar ūdeni R līdz 1000,0 ml.
Buferšķīdums, pH 3,7. 4000900.
Pie 15,0 ml etiķskābes pievieno 60 ml spirta R un 20 ml ūdens R. Koriģē pH uz 3,7 (2.2.3.) ar amonjaka šķīdumu R. Atšķaida ar ūdeni R līdz 100,0 ml.
Buferēts vara sulfāta šķīdums, pH 4,0. 4001000.
0,25 g vara sulfāta R un 4,5 g amonija acetāta R izšķīdina atšķaidītā etiķskābē R un atšķaida līdz 100,0 ml ar to pašu šķīdinātāju.
Acetāta buferšķīdums, pH 4,4. 4001100.
Ūdenī R izšķīdina 136 g nātrija acetāta R un 77 g amonija acetāta R un atšķaida līdz 1000,0 ml ar to pašu šķīdinātāju; pievieno 250,0 ml ledus etiķskābes R un sajauc.
Ftalāta buferšķīdums, pH 4,4. 4001200.
50 mililitros ūdens R izšķīdina 2,042 g kālija hidrogēnftalāta R, pievieno 7,5 ml 0,2 M nātrija hidroksīda un atšķaida līdz 200,0 ml ar ūdeni R.
Acetāta buferšķīdums, pH 4,5. 4012500.
Ūdenī R izšķīdina 77,1 g amonija acetāta R. Pievieno 70 ml ledus etiķskābes R un atšķaida līdz 1000,0 ml ar ūdeni R.
0,05 M fosfāta buferšķīdums, pH 4,5. 4009000.
1000,0 mililitros ūdens R izšķīdina 6,80 g kālija dihidrogēnfosfāta R. Šķīduma pH ir 4,5 (2.2.3.).
Nātrija acetāta buferšķīdums, pH 4,5. 4010100.
Ūdenī R izšķīdina 63 g bezūdens nātrija acetāta R, pievieno 90 ml etiķskābes R un koriģē pH uz 4,5, un atšķaida līdz 1000 ml ar ūdeni R.
Acetāta buferšķīdums, pH 4,6. 4001400.
50 mililitros ūdens R izšķīdina 5,4 g nātrija acetāta R, pievieno 2,4 g ledus etiķskābes R un atšķaida līdz 100,0 ml ar ūdeni R. Nepieciešamības gadījumā koriģē pH (2.2.3.).
Sukcināta buferšķīdums, pH 4,6. 4001500.
11,8 g dzintarskābes R izšķīdina maisījumā, kas satur 600 ml ūdens R un 82 ml 1 M nātrija hidroksīda un atšķaida līdz 1000,0 ml ar ūdeni R.
Acetāta buferšķīdums, pH 4,7. 4001600.
500 mililitros ūdens R izšķīdina 136,1 g nātrija acetāta R. 250 ml šī šķīduma sajauc ar 250 ml atšķaidītas etiķskābes R. Divas reizes sakrata ar svaigi sagatavotu, nofiltrētu ditizona R šķīdumu hloroformā R (0,1 g/l). Sakrata ar tetrahloroglekli R, kamēr ekstrakts kļūst bezkrāsains. Filtrē ūdens slāni, lai atdalītu tetrahloroglekļa atliekas.
Acetāta buferšķīdums, pH 5,0. 4009100.
Pie 120 ml ledus etiķskābes R šķīduma (6 g/l) pievieno 100 ml 0,1 M kālija hidroksīda un apmēram 250 ml ūdens R. Samaisa. Koriģē pH uz 5,0 ar ledus etiķskābes R šķīdumu (6 g/l) vai ar 0,1 M kālija hidroksīdu un atšķaida līdz 1000,0 ml ar ūdeni R.
Citrāta buferšķīdums, pH 5,0. 4010700.
Sagatavo šķīdumu, kas satur 20,1 g/l citronskābes R un 8,0 g/l nātrija hidroksīda R. Koriģē pH ar atšķaidītu sālsskābi R.
Fosfāta buferšķīdums, pH 5,0. 4011300.
800 ml ūdens R izšķīdina 2,72 g kālija dihidrogēnfosfāta R; koriģē pH (2.2.3.) ar 1 M kālija hidroksīdu R un atšķaida līdz 1000 ml ar ūdeni R.
Buferšķīdums, pH 5,2. 4001700.
30,0 mililitros 0,1 M nātrija hidroksīda izšķīdina 1,02 g kālija hidrogēnftalāta R. Atšķaida ar ūdeni R līdz 100,0 ml.
0,067 M fosfāta buferšķīdums, pH 5,4. 4012000.
Sajauc atbilstošus tilpumus dinātrija hidrogēnfosfāta R šķīduma (23,99 g/l) ar nātrija dihidrogēnfosfata monohidrāta R šķīdumu (9,12 g/l), lai iegūtu pH 5,4 (2.2.3.).
Acetāta – edetāta buferšķīdums, pH 5,5. 4001900.
400 mililitros ūdens R izšķīdina 250 g amonija acetāta R un 15 g nātrija edetāta R un pievieno 125 ml ledus etiķskābes R.
Buferšķīdums, pH 5,5. 4001800.
50 mililitros ūdens R izšķīdina 54,4 g nātrija acetāta R, nepieciešamības gadījumā var pasildīt līdz 35 °C. Pēc atdzesēšanas lēnām pievieno 10 ml bezūdens etiķskābes R. Sakrata un atšķaida ar ūdeni R līdz 100,0 ml.
Fosfāta buferšķīdums, pH 5,5. 4002000.
Šķīdums I. Ūdenī R izšķīdina 13,61 g kālija dihidrogēnfosfātu R un atšķaida ar to pašu šķīdinātāju līdz 1000,0 ml.
Šķīdums II. Ūdenī R izšķīdina 35,81 g dinātrija hidrogēnfosfātu R un atšķaida ar to pašu šķīdinātāju līdz 1000,0 ml.
Sajauc 96,4 ml šķīduma I un 3,6 ml šķīduma II.
Fosfāta – citrāta buferšķīdums, pH 5,5. 4008700.
Sajauc 56,85 ml bezūdens dinātrija hidrogēnfosfāta R šķīdumu (28,4 g/l) un 43,15 ml citronskābes R šķīduma (21 g/l).
Fosfāta buferšķīdums, pH 5,6. 4011200.
Šķīdums I. Ūdenī R izšķīdina 0,908 g kālija dihidrogēnfosfāta R un atšķaida ar to pašu šķīdinātāju līdz 100,0 ml.
Šķīdums II. Ūdenī R izšķīdina 1,161 g dikālija hidrogēnfosfāta R un atšķaida ar to pašu šķīdinātāju līdz 100,0 ml.
Sajauc 94,4 ml šķīduma I un 5,6 ml šķīduma II. Nepieciešamības gadījumā koriģē pH uz 5,6 (2.2.3.), izmantojot šķīdumu I vai šķīdumu II.
Fosfāta buferšķīdums, pH 5,8. 4002100.
Ūdenī R izšķīdina 1,19 g dinātrija hidrogēnfosfāta R un 8,25 g kālija dihidrogēnfosfāta R un atšķaida līdz 1000,0 ml ar to pašu šķīdinātāju.
Acetāta buferšķīdums, pH 6,0. 4002200.
300 mililitros ūdens R izšķīdina 100 g amonija acetāta R, pievieno 4,1 ml ledus etiķskābes R; nepieciešamības gadījumā koriģē pH (2.2.3.), izmantojot amonjaku R vai etiķskābi R un atšķaida līdz 500,0 ml ar ūdeni R.
Dietilamonija fosfāta buferšķīdums, pH 6,0. 4002300. 68 ml fosforskābes R atšķaida līdz 500 ml ar ūdeni R. Pie 25 ml šī šķīduma pievieno 450 ml ūdens R un 6 ml dietilamīna R, koriģē pH uz 6 ± 0,05 (2.2.3), nepieciešamības gadījumā lietojot dietilamīnu R vai fosforskābi R, un atšķaida līdz 500,0 ml ar ūdeni R.
Fosfāta buferšķīdums, pH 6,0. 4002400.
Sajauc 63,2 ml dinātrija hidrogēnfosfāta R šķīdumu (71,5 g/l) un 36,8 ml citronskābes R šķīduma (21 g/l).
Fosfāta buferšķīdums, pH 6,0 R1. 4002500.
Ūdenī R izšķīdina 6.8 g nātrija dihidrogēnfosfāta R un atšķaida ar to pašu šķīdinātāju līdz 1000,0 ml. Koriģē pH (2.2.3.) ar koncentrētu nātrija hidroksīda šķīdumu R.
Fosfāta buferšķīdums, pH 6,0 R2. 4002600.
Pie 250 ml 0,2 M kālija dihidrogēnfosfāta R pievieno 28,5 ml 0,2 M nātrija hidroksīda un atšķaida līdz 1000,0 ml ar ūdeni R.
Fosfāta buferšķīdums, pH 6,4. 4002800.
950 mililitros ūdens R izšķīdina 2,5 g dinātrija hidrogēnfosfāta R, 2,5 g nātrija dihidrogēnfosfāta R un 8,2 g nātrija hlorīda R. Nepieciešamības gadījumā šķīduma pH (2.2.3.) koriģē uz 6.4 ar 1 M nātrija hidroksīdu vai 1 M sālsskābi. Atšķaida ar ūdeni R līdz 1000,0 ml.
0,5 M ftalāta buferšķīdums, pH 6,4. 4009200.
Ūdenī R izšķīdina 100 g kālija hidrogēnftalāta R un atšķaida ar to pašu šķīdinātāju līdz 1000,0 ml. Nepieciešamības gadījumā koriģē pH (2.2.3.) ar koncentrētu nātrija hidroksīda šķīdumu R.
Buferšķīdums, pH 6,5. 4002900.
Ūdenī R izšķīdina 60,5 g dinātrija hidrogēnfosfāta R un 46 g kālija dihidrogēnfosfāta R. Pievieno 100 ml 0,02 M nātrija edetāta un 20 mg dzīvsudraba hlorīda un atšķaida līdz 1000,0 ml ar  ūdeni R.
Imidazola buferšķīdums, pH 6,5. 4003000.
752 ml 0,1 M sālsskābes izšķīdina 6,81 g imidazola R, 1,23 g magnija sulfāta R un 0,73 g kalcija sulfāta R. Nepieciešamības gadījumā koriģē pH (2.2.3.) un atšķaida līdz 1000,0 ml ar ūdeni R.
0,1 M fosfāta buferšķīdums, pH 6,5. 4010800.
900 mililitros destilēta ūdens R izšķīdina 13,80 g nātrija dihidrogēnfosfāta monohidrāta R. Koriģē pH (2.2.3.) ar nātrija hidroksīda R šķīdumu. Atšķaida ar destilētu ūdeni R līdz 1000 ml.
Fosfāta buferšķīdums, pH 6,5. 4012800.
500 ml ūdens R izšķīdina 2,75 g nātrija dihidrogēnfosfāta R un 4,5 g nātrija hlorīda R. Koriģē pH (2.2.3.) ar fosfāta buferšķīdumu pH 8,5 R.
Buferšķīdums, pH 6,6. 4003100.
Pie 250 ml 0,2 M kālija dihidrogēnfosfāta R pievieno 89,0 ml 0,2 M nātrija hidroksīda. Atšķaida ar ūdeni R līdz 1000,0 ml.
Fosfāta fizioloģiskais buferšķīdums, pH 6,8. 4003200.
900 mililitros ūdens R izšķīdina 1,0 g kālija dihidrogēnfosfāta R, 2,0 g dikālija hidrogēnfosfāta R un 8,5 g nātrija hlorīda R, nepieciešamības gadījumā koriģē pH (2.2.3.) un atšķaida līdz 1000,0 ml ar to pašu šķīdinātāju.
Fosfāta buferšķīdums, pH 6,8. 4003300.
Sajauc 77,3 ml dinātrija hidrogēnfosfāta R šķīduma (71,5 g/l) un 22,7 ml citronskābes R šķīduma (21 g/l).
Fosfāta buferšķīdums, pH 6,8 R1. 4003400.
Pie 51,0 ml kālija dihidrogēnfosfāta R šķīduma (27,2 g/l) pievieno 49,0 ml dinātrija hidrogēnfosfāta R šķīduma (71,6 g/l). Nepieciešamības gadījumā koriģē pH (2.2.3.). Uzglabāšana: 2 °C līdz 8 °C.
1M Tris-hidrohlorīda buferšķīdums, pH 6,8. 4009300.
400 mililitros ūdens R izšķīdina 60,6 g Tris (hidroksimetil)aminometāna R; koriģē pH (2.2.3.) ar sālsskābi R un atšķaida līdz 500,0 ml ar ūdeni R.
Buferšķīdums, pH 7,0. 4003500.
Pie 1000 ml šķīduma, kas satur 18 g/l dinātrija hidrogēnfosfāta R un 23 g/l nātrija hlorīda R, pievieno pietiekošu, lai koriģētu pH (2.2.3.), daudzumu (apmēram 280 ml) šķīduma, kas satur 7,8 g/l nātrija dihidrogēnfosfāta R un 23 g/l nātrija hlorīda R. Šķīdumā izšķīdina pietiekošu nātrija azīda R daudzumu, lai tā koncentrācija būtu 0,2 g/l.
Maleāta buferšķīdums, pH 7,0. 4003600.
900 mililitros ūdens R izšķīdina 10,0 g nātrija hlorīda R, 6,06 g Tris (hidroksimetil)aminometāna R un 4,90 g maleīnskābes anhidrīda R. Koriģē pH (2.2.3.) ar 170 g/l nātrija hidroksīda R šķīdumu. Atšķaida ar ūdeni R līdz 1000,0 ml.
Uzglabāšana: 2 °C līdz 8 °C, izmantot 3 dienu laikā.
0,025 M fosfāta buferšķīdums, pH 7,0. 4009400.
Sajauc 1 tilpumu 0,063 M fosfāta buferšķīduma pH 7,0 R ar 1,5 tilpumiem ūdens R.
0,03 M fosfāta buferšķīdums, pH 7,0. 4010300. 900 mililitros hromatogrāfijai domāta ūdens R izšķīdina 5,2 g dikālija hidrogēnfosfāta R. Koriģē šķīduma pH uz 7,0 ±0,1, izmantojot fosforskābi R, un atšķaida līdz 1000 ml ar hromatogrāfijai domātu ūdeni R.
0,05 M fosfāta buferšķīdums, pH 7,0. 4012400.
Sajauc 34 ml ūdens R un 100 ml 0,067 M fosfāta buferšķīduma pH 7,0 R.
0,063 M fosfāta buferšķīdums, pH 7,0. 4009500.
950 ml ūdens R izšķīdina 5,18 g bezūdens dinātrija hidrogēnfosfāta R un 3,65 g nātrija dihidrogēnfosfāta monohidrāta R un koriģē pH (2.2.3.) ar fosforskābi R; atšķaida līdz 1000,0 ml ar ūdeni R.
0,067 M fosfāta buferšķīdums, pH 7,0. 4003800.
Šķīdums I. Ūdenī R izšķīdina 0,908 g kālija dihidrogēnfosfāta R un atšķaida ar to pašu šķīdinātāju līdz 100,0 ml.
Šķīdums II. Ūdenī R izšķīdina 2,38 g dinātrija hidrogēnfosfāta R un atšķaida ar to pašu šķīdinātāju līdz 100,0 ml.
Sajauc 38,9 ml šķīduma I un 61,1 ml šķīduma II. Nepieciešamības gadījumā koriģē pH (2.2.3.).
0,1 M fosfāta buferšķīdums, pH 7,0. 4008200.
Ūdenī R izšķīdina 1,361 g kālija dihidrogēnfosfāta R un atšķaida ar to pašu šķīdinātāju līdz 100,0 ml. Koriģē pH (2.2.3.) ar 35 g/l dinātrija hidrogēnfosfāta R šķīdumu.
Fosfāta buferšķīdums, pH 7,0. 4003700.
Sajauc 82,4 ml dinātrija hidrogēnfosfāta R šķīduma (71,5 g/l) un 17,6 ml citronskābes R šķīduma (21 g/l).
Fosfāta buferšķīdums, pH 7,0 R1. 4003900.
Sajauc 250,0 ml 0,2 M kālija dihidrogēnfosfāta R šķīduma un 148,2 ml nātrija hidroksīda R šķīduma (8 g/l), nepieciešamības gadījumā koriģē pH (2.2.3.). Atšķaida ar ūdeni R līdz 1000,0 ml.
Fosfāta buferšķīdums, pH 7,0 R2. 4004000.
Sajauc 50,0 ml kālija dihidrogēnfosfāta R šķīduma (136 g/l) ar 29,5 ml 1M nātrija hidroksīda un atšķaida līdz 100,0 ml ar ūdeni R. Koriģē pH (2.2.3.) uz 7,0 ± 0,1.
Fosfāta buferšķīdums, pH 7,0 R3. 4008600.
900 ml ūdens R izšķīdina 5 g nātrija dihidrogēnfosfāta R un 11 g dikālija hidrogēnfosfāta R. Koriģē pH uz 7,0 (2.2.3.) ar atšķaidītu fosforskābi R vai atšķaidītu nātrija hidroksīda šķīdumu R. Atšķaida ar ūdeni R līdz 1000 ml un sajauc.
Fosfāta buferšķīdums, pH 7,0 R4. 4010200.
Ūdenī R izšķīdina 28,4 g bezūdens dinātrija hidrogēnfosfāta R un 18,2 g kālija dihidrogēnfosfāta R un atšķaida līdz 500 ml ar to pašu šķīdinātāju.
Fosfāta buferšķīdums, pH 7,0 R5. 4011400.
800 mililitros ūdens R izšķīdina 28,4 g bezūdens dinātrija hidrogēnfosfāta R. Koriģē pH (2.2.3.), izmantojot 30 procentīgu (pēc masas) fosforskābes R šķīdumu, un atšķaida līdz 1000 ml ar ūdeni R.
Tetrabutilamonija buferšķīdums, pH 7,0. 4010900.
Maisījumā, kas sastāv no 15 ml tetrabutilamonija hidroksīda šķīduma (400 g/l) R un 185 ml ūdens R, izšķīdina 6,16 g amonija acetāta R. Koriģē pH (2.2.3.) ar slāpekļskābi R.
Buferēts sāls šķīdums, pH 7,2. 4004300.
Ūdenī R izšķīdina 8,0 g nātrija hlorīda R, 0,2 g kālija hlorīda R, 0,1 g bezūdens kalcija hlorīda R, 0,1 g magnija hlorīda R, 3,18 g dinātrija hidrogēnfosfāta R un 0,2 g kālija dihidrogēnfosfāta R un atšķaida līdz 1000,0 ml ar ūdeni R.
Buferšķīdums, pH 7,2. 4004100.
Pie 250 ml 0,2 M kālija dihidrogēnfosfāta R pievieno 175,0 ml 0,2 M nātrija hidroksīda. Atšķaida ar ūdeni R līdz 1000,0 ml. Nepieciešamības gadījumā koriģē pH (2.2.3.).
Fosfāta – albumīna fizioloģiskais buferšķīdums, pH 7,2. 4004400.
Ūdenī R izšķīdina 10,75 g dinātrija hidrogēnfosfāta R, 7,6 g nātrija hlorīda R un 10 g liellopu albumīna R un atšķaida līdz 1000,0 ml ar to pašu šķīdinātāju. Tieši pirms lietošanas koriģē pH (2.2.3.), izmantojot atšķaidītu nātrija hidroksīda šķīdumu R vai atšķaidītu fosforskābi R.
Fosfāta – albumīna fizioloģiskais buferšķīdums, pH 7,2 R1. 4009600.
Ūdenī R izšķīdina 10,75 g dinātrija hidrogēnfosfāta R, 7,6 g nātrija hlorīda R un 1 g liellopu albumīna R un atšķaida līdz 1000,0 ml ar to pašu šķīdinātāju. Tieši pirms lietošanas koriģē pH (2.2.3.), izmantojot atšķaidītu nātrija hidroksīda šķīdumu R vai atšķaidītu fosforskābi R.
Fosfāta buferšķīdums, pH 7,2. 4004200.
Sajauc 87,0 ml dinātrija hidrogēnfosfāta R šķīduma (71,5 g/l) un 13,0 ml citronskābes R šķīduma (21 g/l).
Imidazola buferšķīdums, pH 7,3. 4004500.
Ūdenī R izšķīdina 3,4 g imidazola R un 5,8 g nātrija hlorīda R, pievieno 18,6 ml 1M sālsskābes un atšķaida līdz 1000,0 ml ar ūdeni R. Nepieciešamības gadījumā koriģē pH (2.2.3.).
Barbitāla buferšķīdums, pH 7,4. 4004700.
Sajauc 50 ml šķīduma ūdenī R, kas satur 19,44 g/l nātrija acetāta R un 29,46 g/l barbitāla nātrija sāls R, ar 50,5 ml 0,1 M sālsskābes, pievieno 20 ml nātrija hlorīda R šķīduma (85 g/l) un atšķaida līdz 250 ml ar ūdeni R.
Buferšķīdums, pH 7,4. 4004600.
Ūdenī R izšķīdina 0,6 g kālija dihidrogēnfosfāta R, 6,40 g dinātrija hidrogēnfosfāta R un 5,85 g nātrija hlorīda R un atšķaida līdz 1000,0 ml ar to pašu šķīdinātāju. Nepieciešamības gadījumā koriģē pH (2.2.3.).
Fosfāta fizioloģiskais buferšķīdums, pH 7,4. 4005000.
Ūdenī izšķīdina 2.38 g dinātrija hidrogēnfosfāta R, 0,19 g kālija dihidrogēnfosfāta R un 8,0 g nātrija hlorīda R. Atšķaida līdz 1000,0 ml ar to pašu šķīdinātāju. Nepieciešamības gadījumā koriģē pH (2.2.3.).
Fosfāta buferšķīdums, pH 7,4. 4004800.
250 ml 0,2 M kālija dihidrogēnfosfāta R pievieno pie 393,4 ml 0,1 M nātrija hidroksīda.
Tris (hidroksimetil)aminometāna buferšķīdums, pH 7,4. 4012100. 
Apmēram 200 mililitros ūdens R izšķīdina 30,3 g Tris (hidroksimetil)aminometāna R. Pievieno 183 ml 1 M sālsskābes. Atšķaida ar ūdeni R līdz 500,0 ml. Piezīme: istabas temperatūrā šķīduma pH ir 7,7-7,8, bet 37 °C temperatūrā – 7,4. Šis šķīdums 4 °C temperatūrā ir stabils vairākus mēnešus.
Tris (hidroksimetil)aminometāna – nātrija hlorīda buferšķīdums, pH 7,4. 4004900. 
500 mililitros destilēta ūdens R izšķīdina 6,08 g Tris (hidroksimetil)aminometāna R un 8,77 g nātrija hlorīda R. Pievieno 10,0 g liellopu albumīna R. Koriģē pH (2.2.3.) ar sālsskābi R. Atšķaida ar destilētu ūdeni R līdz 1000,0 ml.
Tris (hidroksimetil)aminometāna – nātrija hlorīda buferšķīdums, pH 7,4 R1. 4012200.
Maisījumā, kas satur 2 ml Tris (hidroksimetil)aminometāna buferšķīduma pH 7,4 R un 50 ml nātrija hlorīda R šķīduma (5,84 mg/ml), izšķīdina 0,1 g liellopu albumīna R. Atšķaida ar ūdeni R līdz 100,0 ml.
Tris - nātrija acetāta buferšķīdums, pH 7,4. 4012900.
900 mililitros destilēta ūdens R izšķīdina 6,3 g Tris (hidroksimetil)aminometāna R un 4,9 g bezūdens nātrija acetāta R. Koriģē pH uz 7,4 (2.2.3.) ar sērskābi R un atšķaida līdz 1000 ml ar ūdeni R.
Tris - nātrija acetāta – nātrija hlorīda buferšķīdums, pH 7,4. 4013000. 
900 mililitros ūdens R izšķīdina 30,0 g Tris (hidroksimetil)aminometāna R, 14,5 g bezūdens nātrija acetāta R un 14,6 g nātrija hlorīda R. Pievieno 0,50 g liellopu albumīna R. Koriģē pH uz 7,4 (2.2.3.) ar sērskābi R un atšķaida līdz 1000 ml ar ūdeni R.
Borāta buferšķīdums, pH 7,5. 4005200.
Ūdenī R izšķīdina 2,5 g nātrija hlorīda R, 2,85 g dinātrija tetraborāta R un 10,5 g borskābes R un atšķaida līdz 1000,0 ml ar to pašu šķīdinātāju. Nepieciešamības gadījumā koriģē pH (2.2.3.).
Uzglabāšana: 2 °C līdz 8 °C.
HEPES buferšķīdums, pH 7,5. 4009700.
Apmēram 90 mililitros ūdens R izšķīdina 2,38 g 2-[4-(2-hidroksietil) piperazīn-1-il]etānsulfonskābes R. Koriģē pH uz 7,5 ar nātrija hidroksīda šķīdumu R. Atšķaida ar ūdeni R līdz 100 ml.
0,2 M fosfāta buferšķīdums, pH 7,5. 4005400.
930 ml ūdens R izšķīdina 27,22 g kālija dihidrogēnfosfāta R; koriģē pH uz 7,5 (2.2.3.) ar kālija hidroksīda R šķīdumu (300 g/l) un atšķaida līdz 1000,0 ml ar ūdeni R.
0,33 M fosfāta buferšķīdums, pH 7,5. 4005300.
Šķīdums I. Ūdenī R izšķīdina 119,31 g dinātrija hidrogēnfosfāta R un atšķaida ar to pašu šķīdinātāju līdz 1000,0 ml.
Šķīdums II. Ūdenī R izšķīdina 45,36 g kālija dihidrogēnfosfāta R un atšķaida ar to pašu šķīdinātāju līdz 1000,0 ml.
Sajauc 85 ml šķīduma I un 15 ml šķīduma II. Nepieciešamības gadījumā koriģē pH (2.2.3.).
0,05 M Tris-hidrohlorīda buferšķīdums, pH 7,5. 4005600.
Ūdenī R izšķīdina 6,057 g Tris (hidroksimetil)aminometāna R un koriģē pH (2.2.3.) ar sālsskābi R. Atšķaida ar ūdeni R līdz 1000,0 ml.
Tris (hidroksimetil)aminometāna buferšķīdums, pH 7,5. 4005500.
Ūdenī R izšķīdina 7,27 g Tris ((hidroksimetil)aminometāna R un 5,27 g nātrija hlorīda R un nepieciešamības gadījumā koriģē pH (2.2.3.). Atšķaida ar ūdeni R līdz 1000,0 ml.
Nātrija citrāta buferšķīdums, pH 7,8 (0,034 M nātrija citrāts, 0,101 M nātrija hlorīds). 4009800.
900 ml ūdens R izšķīdina 10,0 g nātrija citrāta R un 5,90 g nātrija hlorīda R. Koriģē pH (2.2.3.) ar sālsskābi R un atšķaida līdz 1000 ml ar ūdeni R.
0,0015 M borāta buferšķīdums, pH 8,0. 4006000.
800 ml ūdens R izšķīdina 0,572 g dinātrija tetraborāta R un 2,94 g kalcija hlorīda R. Koriģē pH (2.2.3.) ar 1 M sālsskābi R. Atšķaida ar ūdeni R līdz 1000,0 ml.
Buferšķīdums, pH 8,0. 4005900.
Pie 50,0 ml 0,2 M kālija dihidrogēnfosfāta R pievieno 46,8 ml 0,2 M nātrija hidroksīda. Atšķaida ar ūdeni R līdz 200,0 ml.
Buferšķīdums, pH 8,0 R1. 4010400.
900 mililitros ūdens R izšķīdina 20 g dikālija hidrogēnfosfāta R. Koriģē pH (2.2.3.) ar fosforskābi R. Atšķaida ar ūdeni R līdz 1000 ml.
0,02 M fosfāta buferšķīdums, pH 8,0. 4006100.
Pie 50,0 ml 0,2 M kālija dihidrogēnfosfāta R pievieno 46,8 ml 0,2 M nātrija hidroksīda. Atšķaida ar ūdeni R līdz 500.0 ml.
0,1 M fosfāta buferšķīdums, pH 8,0. 4008400.
Ūdenī R izšķīdina 0,523 g kālija dihidrogēnfosfāta R un 16,73 g dikālija hidrogēnfosfāta R un atšķaida ar to pašu šķīdinātāju līdz 1000,0 ml.
1 M fosfāta buferšķīdums, pH 8,0. 4007800.
Ūdenī R izšķīdina 136,1 g kālija dihidrogēnfosfāta R, koriģē pH (2.2.3.) ar 1 M nātrija hidroksīdu. Atšķaida ar ūdeni R līdz 1000,0 ml.
1 M Tris-hidrohlorīda buferšķīdums, pH 8,0. 4012700.
900 mililitros ūdens R izšķīdina 121,1 g Tris (hidroksimetil)aminometāna R un 1,47 g kalcija hlorīda R. Koriģē pH (2.2.3.) ar sālsskābi R un atšķaida līdz 1000,0 ml ar ūdeni R.
Tris-hidrohlorīda buferšķīdums, pH 8,0. 4012300.
Ūdenī R izšķīdina 1,21 g Tris (hidroksimetil)aminometāna R un 29,4 mg kalcija hlorīda R. Koriģē pH (2.2.3.) ar 1 M sālsskābi R un atšķaida līdz 100,0 ml ar ūdeni R.
Tris - nātrija acetāta buferšķīdums, pH 8,0. 4013100.
900 mililitros ūdens R izšķīdina 6,3 g Tris (hidroksimetil)aminometāna R un 4,9 g bezūdens nātrija acetāta R. Koriģē pH uz 8,0 (2.2.3.) ar sērskābi R un atšķaida līdz 1000 ml ar ūdeni R.
Tris - nātrija acetāta – nātrija hlorīda buferšķīdums, pH 8,0. 4013200. 
900 mililitros ūdens R izšķīdina 30,0 g Tris (hidroksimetil)aminometāna R, 14,5 g bezūdens nātrija acetāta R un 14,6 g nātrija hlorīda R. Pievieno 0,50 g liellopu albumīna R. Koriģē pH uz 8,0 (2.2.3.) ar sērskābi R un atšķaida līdz 1000 ml ar ūdeni R.
Tris (hidroksimetil)aminometāna buferšķīdums, pH 8,1. 4006200. 
40 mililitros Tris (hidroksimetil)aminometāna šķīduma R izšķīdina 0,294 g kalcija hlorīda R un koriģē pH (2.2.3.) ar 1 M sālsskābi. Atšķaida ar ūdeni R līdz 100,0 ml.
Tris-glicīna buferšķīdums, pH 8,3. 4006300.
Ūdenī R izšķīdina 6,0 g Tris (hidroksimetil)aminometāna R un 28,8 g glicīna R un atšķaida līdz 1000,0 ml ar to pašu šķīdinātāju. Tieši pirms lietošanas desmitkārtīgi atšķaida ar ūdeni R.
Tris-hidrohlorīda buferšķīdums, pH 8,3. 4011800.
2,9 litros ūdens R izšķīdina 9,0 g Tris (hidroksimetil)aminometāna R. Koriģē pH (2.2.3.) ar 1 M sālsskābi R. Koriģē beigu tilpumu uz 3 litriem ar ūdeni R.
Barbitāla buferšķīdums, pH 8,4. 4006400.
Ūdenī R izšķīdina 8,25 gramus barbitāla nātrija sāls R un atšķaida ar to pašu šķīdinātāju līdz 1000,0 ml.
Tris – EDTA – BSA buferšķīdums, pH 8,4. 4006500.
Ūdenī R izšķīdina 6,1 g Tris (hidroksimetil)amino metāna R, 2,8 g nātrija edetāta R, 10,2 g nātrija hlorīda R un 10 g liellopu albumīna R, koriģē pH uz 8,4 (2.2.3.), izmantojot 1 M sālsskābi, un atšķaida līdz 1000,0 ml ar ūdeni R.
Tris (hidroksimetil)aminometāna – EDTA buferšķīdums, pH 8,4. 4006600. 
250 mililitros destilēta ūdens R izšķīdina 5,12 g nātrija hlorīda R, 3,03 g Tris (hidroksimetil)aminometāna R un 1,40 g nātrija edetāta R. Koriģē pH (2.2.3.) uz 8,4 ar sālsskābi R. Atšķaida ar destilētu ūdeni R līdz 500,0 ml.
Fosfāta buferšķīdums, pH 8,5. 4013300.
500 mililitros ūdens R izšķīdina 3,5 g dinātrija hidrogēnfosfāta R un 4,5 g nātrija hlorīda R. Koriģē pH (2.2.3.) ar maisījumu, kas vienādos tilpumos sastāv no atšķaidītas fosforskābes R un ūdens R.
Tris - acetāta buferšķīdums, pH 8,5. 4006700
Ūdenī R izšķīdina 0,294 g kalcija hlorīda R un 12,11 g Tris (hidroksimetil)aminometāna R. Koriģē pH (2.2.3.) ar etiķskābi R. Atšķaida ar ūdeni R līdz 1000,0 ml.
Barbitāla buferšķīdums, pH 8,6 R1 4006900.
Ūdenī R izšķīdina 1,38 g barbitāla R, 8,76 g barbitāla nātrija sāls R un 0,38 g kalcija laktāta R un atšķaida līdz 1000,0 ml ar to pašu šķīdinātāju.
1,5 M Tris-hidrohlorīda buferšķīdums, pH 8,8. 4009900.
400 ml ūdens R izšķīdina 90,8 g Tris (hidroksimetil)aminometāna R; koriģē pH (2.2.3.) ar sālsskābi R un atšķaida līdz 500,0 ml ar ūdeni R.
Fosfāta buferšķīdums, pH 9,0. 4008300.
80 mililitros ūdens R izšķīdina 1,74 g kālija dihidrogēnfosfāta R un koriģē pH (2.2.3.) ar 1 M kālija hidroksīdu un atšķaida līdz 100,0 ml ar ūdeni R.
Buferšķīdums, pH 9,0. 4007000.
Šķīdums I. 0,1 M kālija hlorīdā R izšķīdina 6,18 g borskābes R un atšķaida ar to pašu šķīdinātāju līdz 1000,0 ml.
Šķīdums II. 0,1 M nātrija hidroksīds.
Sajauc 1000,0 ml šķīduma I un 420,0 ml šķīduma II.
Buferšķīdums, pH 9,0 R1. 4007100.
500 mililitros ūdens R izšķīdina 6,20 g borskābes R un koriģē pH (2.2.3.) ar 1 M nātrija hidroksīdu (apmēram 41,5 ml). Atšķaida ar ūdeni R līdz 1000,0 ml.
Amonija hlorīda buferšķīdums, pH 9,5. 4007200.
150 mililitros ūdens R izšķīdina 33,5 g amonija hlorīda R, pievieno 42,0 ml koncentrēta amonjaka R un atšķaida līdz 250,0 ml ar ūdeni R.
Uzglabāšana: polietilēna tvertnē.
Amonija hlorīda buferšķīdums, pH 10, 0. 4007300.
20 mililitros ūdens R izšķīdina 5,4 g amonija hlorīda R, pievieno 35,0 ml amonjaka R un atšķaida līdz 100,0 ml ar ūdeni R.
Dietanolamīna buferšķīdums, pH 10,0. 4007500.
Ūdenī R izšķīdina 96,4 g dietanolamīna R un atšķaida ar to pašu šķīdinātāju līdz 400 ml. Pievieno 0,5 ml magnija hlorīda R šķīduma (186 g/l) un koriģē pH (2.2.3.) ar 1 M sālsskābi. Atšķaida ar ūdeni R līdz 500,0 ml.
0,1 M amonija karbonāta buferšķīdums, pH 10,3. 4011900.
800 mililitros ūdens R izšķīdina 7,91 g amonija karbonāta R. Koriģē pH (2.2.3.) ar atšķaidītu nātrija hidroksīda šķīdumu R. Atšķaida ar ūdeni R līdz 1000,0 ml.
Amonija hlorīda buferšķīdums, pH 10,4. 4011000.
200 mililitros ūdens R izšķīdina 70 g amonija hlorīda R, pievieno 330 ml koncentrēta amonjaka R un atšķaida līdz 1000,0 ml ar ūdeni R. Nepieciešamības gadījumā koriģē pH uz 10,4 ar amonjaku R.
Borāta buferšķīdums, pH 10,4. 4011100.
900 mililitros destilēta ūdens R izšķīdina 24,64 g borskābes R. Koriģē pH (2.2.3.) ar nātrija hidroksīda R šķīdumu (400 g/l). Atšķaida ar destilētu ūdeni R līdz 1000 ml.
Amonija hlorīda buferšķīdums, pH 10,7. 4013400.
Ūdenī R izšķīdina 67,5 g amonija hlorīda R, pievieno 570 ml koncentrēta amonjaka R un atšķaida līdz 1000,0 ml ar ūdeni R.
Buferšķīdums, pH 10,9. 4007600.
Amonjakā R izšķīdina 6,75 gramus amonija hlorīda R un atšķaida ar to pašu šķīdinātāju līdz 100,0 ml.
Kopējā jonu spēka korekcijas buferšķīdums. 4007700.
Ūdenī R izšķīdina 58,5 g nātrija hlorīda R, 57,0 ml ledus etiķskābes R, 61,5 g nātrija acetāta R un 5,0 g cikloheksilēn-dinitrilo-tetraetiķskābes R un atšķaida līdz 500,0 ml ar to pašu šķīdinātāju. Koriģē pH uz 5,0-5,5 ar nātrija hidroksīda R šķīdumu (335 g/l) un atšķaida līdz 1000,0 ml ar destilētu ūdeni R.
Kopējā jonu spēka korekcijas buferšķīdums R1. 4008800.
Šķīdums (a). 400 mililitros destilēta ūdens R izšķīdina 210 g citronskābes R. Koriģē pH uz 7,0 (2.2.3.) ar koncentrētu amonjaku R. Atšķaida ar destilētu ūdeni R līdz 1000,0 ml.
Šķīdums (b). Destilētā ūdenī R izšķīdina 132 g amonija fosfāta R un atšķaida ar to pašu šķīdinātāju līdz 1000,0 ml.
Šķīdums (c). Lai izšķīdinātu, pie suspensijas, ko veido 292 g cikloheksilēn-dinitrilo-tetraetiķskābes R apmēram 500 mililitros destilēta ūdens R, pievieno apmēram 200 ml koncentrēta amonjaka R. Koriģē pH uz 6-7 (2.2.3.) ar koncentrētu amonjaku R. Atšķaida ar destilētu ūdeni R līdz 1000,0 ml.
Sajauc vienādus daudzumus šķīduma (a), (b) un (c) un koriģē pH uz 7,5 ar koncentrētu amonjaku R.
8FREE-V9UKX-2QFEV-H4HGA-WWM98-UQTAJ-HLVC
* 1. kategorija: Parasti rezultāti, iegūti 95% gadījumu.


2. kategorija: Mazāk iespējami rezultāti, iegūti tikai 4% gadījumu. Tos nevar izmantot svarīgu lēmumu pieņemšanai. Rezultāti, kas ir vēl mazāk iespējami par 2. kategorijas rezultātiem, nav minēti un nekādā ziņā nav pieņemami.
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