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ANOTACIJA

Aminoglikozidu klases antibiotiku sastopamiba Latvija pieejamaja medi. Kapace
Agnese, zinatniskie vaditaji: Dr. kim., asoc. prof. Vadims Bartkevi¢s, Mg. kim. doktorants
Ingus Pérkons. Magistra darbs, 36 lappuses, 6 attéli, 9 tabulas, 42 literatiiras avoti. LatvieSu

valoda.

Magistra darba apskatita literatiira par aminoglikozidu klases antibiotiku atliekvielu
sastopamibu medii, ka arT to izcelsmes avotiem. Izmantojot augsti efektivo Skidruma
hromatografu apvienojuma ar nolidojuma laika masspektrometru, tika analizéti 49 medus
paraugi no Gruzijas un 30 medus paraugi no Latvijas. Tika veikta izmantotas metodes
validacija, lai parliecinatos, ka ta atbilst Eiropas Komisijas 1émuma 2002/657/EC prasibam.
Antibiotiku atliekvielu klatbiitne tika konstatéta Cetros medus paraugos no Gruzijas, savukart

Latvijas paraugos atliekvielas netika konstatétas.

MEDUS, AMINOGLIKOZIDI, STREPTOMICINS, AUGSTI EFEKTIVA
SKIDRUMA HROMATOGRAFIJA, NOLIDOJUMA LAIKA MASSPEKTROMETRIJA



ABSTRACT
Occurrence of aminoglycoside antibiotics in honey for consumers in Latvia.
Kapace Agnese, supervisors: Dr. chem., asoc. prof. Vadims Bartkevi¢s, Mg. chem. doctoral

student Ingus Pérkons. Master’s thesis, 36 pages, 6 figures, 9 tables, 42 references. In Latvian.

Occurrence data, contamination sources and analytical methods for determination of
aminoglycoside class antibiotics in honey were summarized in literature review. Using high
performance liquid chromatography coupled to time-of-flight mass spectrometry 49 honey
samples from Georgia and 30 honey samples from Latvia were analyzed. The method was
validated in accordance to the European Commission decision 2002/657/EC. Residues of
streptomycin and gentamycin were found in four Georgian honey samples; however no traces

of aminoglycosides were detected in honey samples from Latvia.

HONEY, AMINOGLYCOSIDES, STREPTOMYCIN, HIGH PERFORMANCE
LIQUID CHROMATOGRAPHY, MASS SPECTROMETRY
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IEVADS

Antibakteriala rezistence ir globala m&roga probléma. P&c Pasaules Veselibas
organizacijas datiem ta ir sastopama visos pasaules regionos [1]. Par tas galveno
céloni uzskata nepamatotu antibakterialo preparatu lietoSanu. Tacu cilvéki ir
paklauti antibiotiku iedarbibai ne tikai tas apzinati lietojot ka medikamentus, bet
arl neapzinati, — uznemot ar uzturu. Sada konteksta paaugstinatu uzmanibu
galvenokart piever§ galai, olam un piena produktiem, tomé&r arT medus, Ko izsenis
uzskata par veértigu un veseligu dabas produktu, var saturét antibiotiku
atliekvielas. Ka vienas no sastopamakajam antibiotikam, kuru atliekvielu
klatbutne konstatéta medi, ir aminoglikozidu klases antibiotikas, kas tiek plasi
izmantotas veterinaraja medicina, biSu bakterialo slimibu apkaroSana, ka arT cina

ar abelém un bumbierém sastopamo slimibu bakterialo iedegu.

Eiropas Savienibas (ES) likumdoSana nosaka, ka medus nedrikst saturét
antibiotiku atliekvielas, ta¢u Atras bridinasanas sistémas partikas un baribas joma
(RASFF) dati liecina, ka atlickvielas ir konstatétas gan ES razotaja, gan importétaja meda. Latvija
[idz Sim nav veikts pétfjums, kura noteiktu aminoglikozidu klases antibiotiku sastopamibu
patérétajiem pieejamaja medii. Sads darbs lautu izvertét, kads risks pastav Latvijas patérétajiem,
lietojot medu, uznemt aminoglikozidu klases antibiotikas. Lai to veiktu ir nepiecieSams izmantot
selektivu un jutigu metodi. Aminoglikozidu un veterinaro medikamentu noteikSana atzitaka metode

ir kidruma hromatografija ar masspektrometrisko detektoru, kas tiks izmantota art $aja darba.

Darba merkis: noteikt aminoglikozidu klases antibiotikas Latvija razotaja un importetaja

medu.
Darba uzdevumi:

1. apkopot literatiira pieejamo informaciju par aminoglikozidu klases antibiotiku

atliekvielu noteikSanas metodém un izplatibu medg;
2. savakt Latvija razota un importéta medus paraugus;

3. noteikt aminoglikozidu klases antibiotiku klatbtitni paraugos, izmantojot augsti
efektivo Skidruma hromatografiju apvienojuma ar masspektrometrisko detektoru, un

veikt iegiito rezultatu izvertejumu.



1. LITERATURAS APSKATS

1.1. Medus, ta raksturojums

1.1.1. Medus sastava un uzturvertibas izvertejums

Medus ir dabiga, salda viela, ko bites razo no augu nektara, augu dzivo dalu sekréta vai
sticgjinsektu izdalijumiem uz augu dzivajam dalam, kurus tas ievac, parveido, nogulsng,
dehidrg, uzglaba un atstaj medus §tnas nobriest un nogatavoties. P&c iegtsanas izcelsmes
medu iedala: ziedu jeb nektara medus, ko iegist no augu nektara, un lapu izsviduma medus,
ko iegust no stcgjinsektu izdalijjumiem uz augu dzivajam dalam vai no augu dzivo dalu
sekréta [2]. Medus aptuveni lidz 18. gadsimta beigam, kad to pakapeniski saka aizstat ar

ripnieciski iegatu cukuru, bija vienigais plasi pieejamais saldinatajs [3].

Medus kimiskais sastavs ir sarezgits un loti atkarigs no ievakta augu nektara, bisu
baribas, klimatiskajiem apstakliem, bisu sugas un daudziem citiem faktoriem. Visbiezak bisu
bariba ir dabisks ziedu nektars, bet bites var tikt piebarotas ari maksligi, piem&ram, ar cukura
sirupu vai kandiju — biezu, mikstu cukura masu, kurai var bt pievienoti ziedputeksni.

Kopuma medus var saturét vairak neka 200 dazadas vielas [4].

Medus energgtiska vertiba ir aptuveni 304 kcal/100 g [5], bet cukura, kuru médz aizstat ar
medu, energetiska vertiba ir 400 kcal/100 g. Ka redzams 1.1. tab. medus galvenokart sastav no
oglhidratiem un tdens. Oglhidrati veido aptuveni 95 % no medus sausas masas. Galvenie
oglhidrati meda ir monosaharidi fruktoze un glikoze, kas sastada Iidz pat 75 % no kopgja
oglhidratu satura. 100 gramos medus vidg&ji ir 38 grami fruktozes, 30 g glikozes un tikai 0,7
grami saharozes [3]. V&l no izplatitakajiem oglhidratiem medi ir jaatzZimé monosaharids
galaktoze (apméram 3 g) un disaharids maltose (apméram 1,4 grami) [5]. Medt kopuma ir
konstateti aptuveni 25 dazadi oligosaharidi. Lapu izsviduma medi ir mazaks monosaharidu,
bet lielaks disaharidu un oligosaharidu, it Ipasi melozitozes un rafinozes, daudzums neka

ziedu medu.

Medus glikémiskais indekss (GI) vari€ robezas no 31 (zems GI) lidz 78 (augsts GI). Tas
ir atkarigs no medus veida jeb fruktozes un glikozes attiecibas taja. Jo medus vairak satur
fruktozi, kuras Gl ir 25, jo zemaks ir ta Gl indekss. Cukura glikémiskais indekss vidgji ir
nedaudz augstaks neka medum 58-65 [6]. No ta var secinat, ka Skidrakam medum ir zemaks

glikémiskais indekss, jo tas vairak satur fruktozi.



Olbaltumvielu saturs meda ir aptuveni 0,5 %. Galvenokart tie ir enzimi un brivas
aminoskabes. No enzimiem medi visvairak ir amilazes, invertazes un glikozes oksidazes [3].
Medii kopuma ir 18 brivas aminoskabes, bet to daudzums ir loti niecigs. No tam visvairak ir

prolins, asparaginskabe, glutaminskabe un neaizstajama aminoskabe fenilalanins [5].

1.1. tabula
Medus Kimiskais sastavs
Ziedu medus Izsviduma-lapu medus
Vidgji, g/100 g| Min —max, g/100 g | Vidgji, /100 g | Min — max, g/100 g
Udens 17,2 12-20 16,3 15-20
Monosaharidi:
fruktoze 38,2 3045 31,8 28-40
glikoze 31,3 24-40 26,1 19-32
D'Sa;‘;r:;‘:gze 0.7 0,7-4.8 05 0,1-4,7
. 50 2-8 4,0 0,3-22,0
citi
Trisaharidi:
melezitoze 0,8 0,56 4.0 0,3-22,0
citi 0,5 1,0 0,1-6
Oligosaharidi: 3,1 0,5-1 10,1 0,1-6
Cukuri (kopa) 79,7 80,5
Mineralvielas 0,2 0,1-0,5 0,9 0,6-2,0
Aminoskabes,
olbaltumvielas 0.3 02-04 0.6 0,4-0.7
Organiskas skabes 0,5 0,2-0,8 1,1 0,8-1,5
pH 3,9 3,5-4,5 5,2 45-6,5

Vitaminu un mineralvielu daudzums meda ir niecigs. No uzturvertibas viedokla, ka
batiskakas mineralvielas var mingt hromu, manganu un selénu, bet no vitaminiem visvairak ir
B grupas vitaminu. Medus satur 0,3-25 mg/kg holina un 0,06-5 mg/kg acetilholina. Holins ir
nozimigs kardiovaskularajam un smadzenu funkcijam, ka ari §tinu membranas sastavdala,

bet acetilholins darbojas ka neirotransmiters [3].

Polifenoli ir nozimiga kimisko savienojumu grupa, jo tiem piemit antioksidantu
ipasibas. Kopgjais fenolu daudzums, kas varié dazada veida meda ir no 56 lidz 500 mg/kg

medus. Galvenokart tie ir flavanoidi (kvertecins, luteolins, apigenins, galangins,



kaempferids), fenolskabes un fenolskabju atvasinajumi. Flavanoidu daudzums varié no 60
lidz 460 pg/100 g atkariba no medus veida [3]. Tumsaka meda ir lielaks antioksidantu
daudzums neka gaisaka meda [7]. Pé&tijjuma, kur tika analizéts antioksidantu daudzums
dazadas izcelsmes medus paraugos, llinoizas griku medua, kas bija tumsakais no analizetajiem
paraugiem, antioksidantu koncentracija bija 20 reizes lielaka neka gaisakaja analizétaja meda
— Kalifornijas salviju medu [8]. Ja dalu no ikdiena patergtajiem saldinatajiem aizvietotu ar

medu, tas raditu antioksidantu pieaugumu cilvéeku uztura.

Tiek veikti p&tijumi par medi esoSajiem oligosaharidiem ka prebiotikiem. In vitro un in
vivo pétijumi ar pelem uzrada, ka medus veicina bifidobaktériju straujaku augsanu. In vitro
petijumos konstatéts, ka medus oligosaharidu prebiotiskais indekss ir robezas no
3,38 lidz 4,24. Tacu nepieciesami papildu pétijumi, lai patieSam pieraditu medus ka
efektiva prebiotika iedarbibu uz cilvéku gastrointestinalo sistemu [9,10].

Bérniem lidz 1 gada vecumam nevajadzeétu lietot medu, jo tas var saturét baktérijas
Clostridium botulinum sporas, kas izraisa zidainu botulismu. Lidz §im vecumam zidainu
gremoSanas trakts vél nav pilniba attistijies — v€l nav izveidojusas baktérijas, kas bitu
konkurétsp&jigas ar Clostridium botulinum sporam, tapéc tas noklistot zidaina gremoSanas
trakta koloniz€jas un izdala toksinu botulinu [11]. Medus piesarnojuma ar Clostridium
botulinum avoti ir ziedputek$ni, putekli, gaiss, augsne, biSu gremosanas trakts. Vislielaka
sporu koncentracija ir stropa, bisu vaska, bisu §inas un vietas, kur glabajas ziedputeksni [12].
Vel no medus lietoSanas vajadz€tu izvairities cilvékiem, kuriem ir fruktozes nepanesamiba

vai alergija pret ziedputekSniem.

1.1.2. Medus paterins

Eiropa ir otrais lielakais medus raZzotajs pasaule, tacu sarazotais apjoms nespgj pilniba
nodrosinat pieprasijumu, tapec 40 % no kop&ja apjoma veido importa medus. Visvairak medus tiek

importéts no Kinas un Meksikas [13].

Saskana ar Lauksaimniecibas datu centra datiem (01.01.2015.) Latvija ir registréti
3393 biskopji un 95 335 bisu saimes. Kopuma ir verojama pozitiva tendence — katru gadu
pieaug bisu saimju skaits, ka ari sarazotais medus daudzums. Valsti 2013. gada kopuma
sarazotas 1 666 t medus, 2014. gada — 1 704 t, bet 2015. gada 1 907 t medus. Lielaka dala
sarazota medus gala patérétajam tiek pardots tiesi no razotaja saimniecibas, un otra dala —

tirgt un veikalos. Specializéto medus veikalu ipatsvars medus izplatisana ir zems.



Visvairak Latvija tiek sarazots dazadu ziedu medus, bet arvien lielaku popularitati gast
kada viena konkréta auga medus. Tradicionali Latvija popularakas monoflora medus skirnes ir

griku, virsu un rapsa medus (skatit 1.1. att.).
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1.1. att. Bisu izveSana ganibas, atbilzu skaits (%) un rezultatu salidzinajums, apkopojot

2013. gada aptaujas un 2016. gada aptaujas datus [14]

Medus patérins$ uz vienu iedzivotaju Latvija ir aptuveni 1,2 kg [14]. Ta¢u nemot véra, ka
misdienas pateréteji uztura arvien vairak izvélas lietot dabiskas izcelsmes produktus, medus

patérins nakotné varétu pieaugt.

1.2. Medus piesarnojums ar antibiotiku atliekvielam

Medus sastavs atspogulo gan geografiskas vietas floru, gan vides vispargjo kvalitati,
ka ari pesticidu un antibiotiku lietosanu lauksaimnieciba. Tapéc bites un to produkciju var
uzskatit par noteiktas teritorijas piesarnojuma indikatoru. Galvenie medus piesarnojuma veidi
ir smagie metali un organiskie savienojumi — polihlorbifenili, gaistoSie ogliidenrazi, pesticidi

un antibiotikas.

Medi sastopamas vairakas antibiotiku klases: tetraciklni, amfenikoli, makrolidi, beta-
laktami un aminoglikozidi, kuru izplatiba medu tiks apskatita turpmak [12]. Atliekvielu avoti

ir bakteriju izraisitu slimibu apkaroSana biSkopiba, augkopiba un lopkopiba.

Eiropas Komisijas regula Nr. 37/2010 par farmakologiski aktivajam vielam un to
Klasifikaciju pec to atlieku maksimali pielaujama satura dzivnieku izcelsmes partikas

produktos noraditas tikai divu vielu — amitraza un kumafosa — maksimali pielaujamas vértibas
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medi — 200 pg/kg un 100 pg/kg attiecigi. Abas aktivas vielas izmanto bisu slimibas varrozes
apkaro8ana [15]. Amitrazs un kumafoss ir nepolari organiskie savienojumi, tapéc galvenokart
tie atrodami bisu vaska, kuram, salidzindgjuma ar medu, likumdoSana paSlaik nenosaka
atlieckvielu maksimali pielaujamas vértibas [16]. Bisu vasku izmanto farmaceitiskos
preparatos, partikas razoSana un iepakosana, ka ar1 kosmétika. Praksé me&dz veikt bisu vaska
parkaus€Sanu un atkartotu izmantoSanu biSkopiba, kas var izraisit atliekvielu uzkraSanos
vaska [15]. Kumafoss medu saglabajas vairak neka 30 dienas, bet biSu vaska — vairak neka
gadu péc pretvarrozes lidzeklu lietoSanas. Ta pussabrukSanas laiks medi ir 69 dienas, bet

vaska —no 115 lidz 346 dienam [17].

Eiropas Savieniba antibiotikam medt ir noteikta ta saucama “nulles tolerance”, kas
nozimé, ka taja nedrikst atrasties antibiotiku atliekvielas, iznemot divas iepriek§ minétas
vielas noteiktaja daudzuma. Sada gadijuma loti nozimiga ir antibiotiku atliekvielu
noteiksanas metodes jutiba un precizitate, lai spétu noteikt pat visniecigako atliekvielu

daudzumu.

Saskana ar Komisijas regulu Nr. 37/2010 noteikts maksimali pielaujamais
aminoglikozidu atliekvielu daudzums galas izstradajumos (nierés, muskulos, taukos,
plausas), piena un olas, bet ne meda. Tik stingru regul&jumu par pesticidu un antibiotiku
lietosanu nav citos pasaules regionos, no kuriem Eiropas Savieniba importe medu. Kops
2003. gada ES Atras bridinasanas sistema partikas un baribas joma (RASFF) regulari ES
dalibvalstim ir zinojusi par antibiotiku atliekvielam meda [18]. 1.2 tab. redzami autora
apkopoti dati no RASFF datu bazes par streptomicina, visplasak izmantotas aminoglikozidu
klases antibiotikas, atliekvielam meda, to koncentraciju un medus izcelsmes valstis laika
perioda no 2003. gada lidz 2015. gadam.
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RASFF dati par streptomicinu meda

1.2. tabula

Streptomicins, Izcelsmes Streptomicins, Izcelsmes
Gads rilg/kg valsts Gads ILElg/kg valsts
220 Bulgarija 14 Argentina
56,5 Bulgarija 2005 13;11; 16 Vjetnama
51,8 Vjetnama 12,8 Vjetnama
40 Meksika 2006 47,7 Rumanija
2003 20<40 Spanija, Italija 13 Egipte
0,49 Meksika 870; 520 Argentina
n 2007 -
0,30 Meksika 179 Kina
190 Meksika 16,9 Kina
120 Meksika 2008 9 Kina
120; 90 Spanija, Polija 22 Meksika
— 2009 -
2004 72 Rumanija 10 Meksika
0,15 Rumanija 2010 49 Meksika
46 Vjetnama 43 Meksika
42 Vjetnama 42,8; 43,6 Ukraina
2005 21 Vjetnama 2015 18,8 Ukraina
19,3 Indija

Redzams, ka streptomicins galvenokart konstatéts medus paraugos no valstim, kas

atrodas arpus Eiropas Savienibas, iznemot Spanijas, Polijas un Italijas gadijumus. Kina un
Meksika ir vienas no galvenajam importa valstim, un redzams, ka tajas parkapumi
ir konstatéti daudz biezak neka ES dalibvalstis. Noteikta streptomicina koncentracija
loti varie — no 0,15 pg/ kg lidz pat 870 pg/kg. No aminoglikozidu klases antibiotikam
RASFF datu baze ir minéts tikai streptomicins, izpemot 2015. gadu, kad medus paraugos no
Ukrainas, konstatets 455; 434 pg/kg dihidrostreptomicina. Atseviskas valstis (Sveicg,
Lielbritanija, Belgija) tomér ir noteikta antibiotiku atliekvielu maksimali pielaujama veértibu,
kuru parsniedzot medus nav lietojams patérétajiem. Tas ir 10-50 pg/kg visam antibiotiku
grupam [19]. Eiropas Savienibas references laboratorija antibiotiku atlieckvielu noteikSanai
partika (European Union Reference Laboratory for antimicrobial and colouring agent
residues) ir rekomendgjusi maksimali pielaujamo streptomicina daudzumu meda — 40 pg/kg
[20].

Biezakas biskopiba sastopamas bakterialas slimibas ir Amerikas peru puve un

Eiropas peru puve. Peru puves neietekmé medus kvalitati un nav bistamas cilvéka veselibal,
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tacu iznicina bisu saimes, rada risku kopgja bisu veseliba un finansialus zaudgjumus

saimniecibai.

Amerikas peru puvi izraisa sporas veidojosa baktérija Paenibacillus larvae, kas inficé
medus biSu perus. Slimiba izplatas sporu veida ar inficétam peru vai medus karém,
biskopibas inventaru un stropiem, kuros ir mitinajusas slimas biSu saimes. BiSu saimi var ar1
inficet, piebarojot ar kandiju, kas satur ziedputekSnus, vai medu, ja tas iegiits no slimas
saimes vai tadas, kura ir augsts Paenibacillus larvae sporu saturs. Ta ka sporas ir
dzivotspéjigas gadiem, Eiropas Savieniba, ka arT citas valstis, Ameriku peru puves gadijuma
ir javeic slimo saimju iznicinasana un visa infekcioza inventara sadedzinasana. Atseviskas
valstis, pieméram, ASV, Kanada un Argentina, ir atlauta antibiotiku lietoSana slimibas
kontroles noliikos. Antibiotiku lietoSana var tikai atvieglot slimibas gaitu, nevis to pilniba
izbeigt, tapéc inficetie stropi nepartraukti jaapstrada ar antibiotikam, lai izvairitos no
slimibas uzliesmojuma, kas var iznicinat ne tikai vienu saimi, bet pat visu bisu dravu. Lai
gan antibiotikas nespé€j pilniba izarstet So slimibu, biSkopju forumos visbiezak ieteiktas un
arl izmantotas antibiotikas ir oksitetraciklins, tilozins un aminoglikozidu klases antibiotika

— steptomicins [21,22].

Latvija Amerikas peru puve visbiezak uzliesmo karstakaja vasaras laika, kad iekrit
bezienesuma periods — junija beigas 1idz augusta sakums, parasti jalija vida. Lai gan
saimnieciba sanem kompensacijas par iznicinatajam slimajam biSu saime, paSlaik nav
statistikas datu par Sis slimibas izplatibu Latvija, jo biSkopji parasti nezino par slimibu un

cInas pasrocigi.

Eiropas peru puvei ir lidzigi simptomi, tacu atSkirtba no Amerikas peru puves, to
izraiso$a baktérija Melissococus plutonius neveido sporas, tapéc §i slimiba tiek uzskatita par

mazak bistamu. Tas apkaro$ana visbieZzak izmantota antibiotika ir oksitetraciklins [22].

Istabas temperatiira streptomicins neizmainita veida medi saglabajas vairak neka 4
ménesus. BiSu stropu apstradajot ar 1 g streptomicina saharozes Skiduma, visaugstaka
streptomicina koncentracija medi bija péc 7 dienam — 124 mg/kg, 28. diena samazinoties lidz
8 mg/kg, bet p&c 332 dienam koncentracija samazinajas Iidz 6,5 mg/kg [22]. Tas vairak neka

simts reizu parsniedz rekomend&to drosibas koncentraciju (40 pg/kg).

Streptomicinu izmanto bakterijas Erwinia amylovora izraisitas slimibas — bakterialas
iedegas apkarosana. ST baktérija var inficét abeles, bumbieres, korintes, cidonijas,
klintenes, vilkabeles, eriobotrijas, mespili un piladzus. Slimiba paradas reizumis, tacu tas
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attistibu veicinaklimatiskie apstakli. Patogens parziemo zaru dobumos un inficgtos audos, bet
pavasari vairojas un ar kukainu, véja un lietus starpniecibu nonak zieda, kur sakas auglkoka
inficésana. Streptomicina lietosana nav efektiva, ja jau ir redzamas slimibas pazimes, tapec
tadas valstis, ka lzragla, Jaunzélande, Kanada un Meksika streptomicins ir registréts
lietosanai preventivi. Tas iesp&jams izskaidro streptomicina atliekvielas medus paraugos no
Meksikas, ko konstatéja RASFF (sk. 1.2. taB.). ASV aptuveni 90 % no lauksaimnieciba
izmantota streptomicina ir lietots tiesi bakterialas iedegas apkarosana. Stingri ierobezotos
apstaklos un arkartas gadijuma, streptomicinu ir atlauts lietot ar Vacija, Austrija un Sveicé
[23]. Literatura noradits, ka Vacija 21 % no 183 medus paraugiem bija piesarnots ar
streptomicinu [19]. Var secinat, ka aminoglikozidu klases antibiotikas var atrasties ari
Eiropas Savieniba razota meda, tapéc nepieciesamas regularas parbaudes un efektivas

analizésanas metodes.

Valsts augu aizsardzibas dienests bakterialo iedegu Latvija pirmo reizi konstatgja 2007.
gada. Sini gada ari tika konstatéts 1idz §im lielakais bakterialo iedegu pereklu skaits — 26
perékli. 1.3. tab. ir apkopoti Valsts augu aizsardzibas dienesta dati par konstatétajiem

bakterialas iedegas perékliem Latvija.

P&c tabulas datiem redzams, ka bakteriala iedega visvairak ir konstatéta Zemgales
regiona, kur visticamak ta izplatijusies no Lietuvas, jo tur bakteriala iedega konstatéta 2005.
gada.

Saskana ar Ministru kabineta noteikumiem Nr. 644 “Dzivniekos un to produktos esoSo
noteiktu vielu un to atliekvielu kontroles un finans€sanas kartiba” medi nosaka vielas ar
pretmikrobu iedarbibu, tostarp sulfanilamidus un hinolonus, karbamatus un piretroidus,
hlororganiskos savienojumus, tostarp polihlorbifenilus, fosfora organiskos savienojumus, un

kimiskos elementus.
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1.3. tabula

Latvija konstatétie bakterialas iedegas perekli 2007.-2015. gads

Gads Peréklu skaits Regions

2007 26 Z_emgales -17, Rigas_ - 4_, Latgales — 3,
Vidusdaugavas — 1, Dienvidkurzemes — 1

2008 5 Zemgales — 5

2009 2 Zemgales — 2

2010 3 Zemgales — 3

2011 1 Zemgales — 1

2012 0 —

2013 8 Zemgales — 4, Rigas — 3, Kurzemes — 1

2014 8 Rigas — 4, Zemgales — 3, Kurzemes — 1

2015 2 Zemgales — 2

1.3. Aminoglikozidu klases antibiotikas

2.1.1. Aminoglikozzdu struktizra un darbzbas mehanisms

Aminoglikozidi ir baktericidas antibiotikas, kas iznicina aerobas gram- negativas

baktérijas. Pirmo aminoglikozidu klases antibiotiku streptomicinu atklaja 1943. gada. To

izdalija no augsnes baktérijas Streptomyces griseus. Streptomicins bija pirmais efektivais

lidzeklis turberkolozes arstésana. Masdienas ir zinami jau vairak neka 15 aminoglikozidu

grupas savienojumi [24,25].

Aminoglikozidi sastav no diviem vai vairak amino cukuriem, kas ar glikozidiskajam

saitem ir saistiti ar 2-deoksistreptaminu, kura struktira redzama 2.1. att.

2.1. att. 2-Deoksistreptamins
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Iznémumi ir streptomicins un dihidrostreptomicins, jo tiem 2-deoksistreptamina vieta ir
streptidins, kura strukttira redzama 2.2. attéla [26].

Aminocukuri pie 2-deoksistreptamina var atrasties 4-, 5- vai 6- vieta. Atkariba no ta izdala
divas galvenas aminoglikozidu grupas:

e 4-5-diaizvietotie 2-deoksistreptamini (neomicins B, paramomicins);

e 4-6- diaizvietotie 2-deoksistreptamini (kanamicins A, kanamicins B,
gentamicins C1, gentamicins C2, gentamicins Cla, tobramicins,
amikacins).

Apramicins ir vienigais 4- monoaizvietotais 2-deoksistreptamins. 2.3. attéla redzams parskats
par aminoglikozidu klases antibiotiku strukttiru, kura ietverti ari tie savienojumi, kas

neietilpst abas galvenajas grupas [26].

R'" R2 R* R' R' RS R” R RY R
2
R3 HN’R Kanamicins A H H OH OH OH H H H OH CH,OH
RY = oV
R Kanamicins B H H OH OH NH; H H H OH CH,OH
O
5% Y
R 16 3NH2 Tobramicins H H OH H NH; H H H OH CH,OH
4,
4
i ’N,R6 GentamicinsC1 CH; CH; H H NH, H CH; OH CH; H
R0 66 H
o B Gentamicins C2  CH; H H H NH, H CH; OH CH; H
REw=
Rg‘ OH Gentamicins Cla H H H H NH, H CH; OH CH; H
HN o
Sp7
R Amikacins H H OH OH OH ,z)k‘/\,NHJH H OH CH,OH
OH
OH R i HO
HO ; 6 Paramomicins OH HoN,, o
HNY (o)
NT 4T NH Neomicins B NH, HOY " "0
Oh.3 Hé T H
4 N
1 HO
0" "NH, -
Hov&j - oy
'OH HyN Y NH,
H 6, 3
zu, 0150 o
HoN i ¢ 4 1
- 0y HO . NH.
HO" NH, a 2
OH
Apramicins
HO, OH HO(

T
NH; i S s
OH d =5 o J ]
HO" (o} HN” ~NH, 0ol o™
4 1 !
: He* oMo NH

H H: A
Streptomicins HO NJ\ OH CH;
Streptonomicins

Higromicins B

2.3.att. Aminoglikozidu klases antibiotiku struktaras [27]
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Aminoglikozidi vaji uzsiicas kunga—zarnu trakta, tapéc tos injic€ vai ari lieto arigi ka
ziedes, krémus, ausu, deguna pilienus [26,28]. No organisma tie neizmainita veida izdalas ar
urinu [26]. Slimibu arstéSana aminoglikozidus vienus pasus izmanto tikai tularémijas —
akiitas cilveku un dzivnieku infekcijas slimibas, ko parn€sa galvenokart grauzgji, gadijuma.
Parasti gram negativu bakt@riju izraisitu slimibu arstéSana tos izmanto kopa ar plasa spektra
beta laktama klases antibiotikam. Pieméram, gentamicinu, retak streptomicinu, kopa ar citam

antibiotikam izmanto infekcioza endokardita arstéSana [25].

Veterinaraja medicina visvairak lieto gentamicinu ar neomicinu; pieméram, lai arstétu
mastitu slaucamam govim un enteritu teliem [20]. Streptomicina un dihidrosteptomicina
lietoSanas apjomus cenSas samazinat to toksicitates un rezistences dél [26]. Antibiotikas
lopkopiba izmanto ne tikai arstéSanai vai profilaksei, bet art ka piedevu baribai, jo tas veicina
baribas atraku parstradaSanos un efektivaku uzturvielu uzsukSanos. [29]. Eiropas Savieniba
kops 2006. gada, antibiotikas ir aizliegts pievienot baribai ar mérki veicinat lopu augSanu.
Amerikas Savienotajas Valstis un citas valstis sads reguléjums vél nepastav. Pieméram, Kina,
vel joprojam ir atlauta dazu aminoglikozidu izmantosana ka piedevu dzivnieku bariba. Ciku
baribai pievieno 80-100 mg/kg apramicina sulfatu un 22 mg/kg spektomicina sulfata.
Neomicina sulfata daudzums, ko pievieno ciiku baribai ir 77 mg/kg, bet vistu baribai — 154

mg/kg [32].

Aminoglikozidi efektivi iznicina bakterijas, kas strauji vairojas. Tiem nepieciesams 1ss
kontakta laiks un to darbiba ir atkariga no koncentracijas. Aminoglikozidu darbibas
mehanisms — tas neatgriezeniski piesaistas pie 30S ribosomas un, inhibgjot proteinu sintgzi,
iznicina bakterijas. Tacu, lai noklatu pie ribosomam, aminoglikozidiem ir jaskerso
lipopolisaharidu slanis, kas klaj $tnas sieninu, un ari $tinas membranu. Pirmais solis ir
katjonu aminoglikozidam saistities pie $tanas membrana esosajiem anjoniem, kam seko
polara aminoglikozida katjona transports cauri citoplazmatiskajai membranai, lai vargtu
notikt saistisanas ar ribosomam. Transportu iespgjams veicina membranas potencials. Sis
process vislabak notiek aerobos apstaklos, tapéc aminoglikozidi spgj iznicinat aerobas, nevis

anaerobas bakterijas [30].

2.2.2. Aminoglikozidu izraisitie blakusefekti

No aminoglikozidu klases antibiotikam literattra visvairak apskatiti gentamicina un
streptomicina izraisiti  blakusefekti. lzplatitakie ir vestibulara aparata bojajumi,

nefrotoksicitate un ototoksicitate. Vestibulara aparata bojajumi sastada 15 % lidz 30 % no
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visiem gadijumiem. Vestibulopatijas simptomi ir nestabilitate, att€la izplasana, Kkustinot
galvu. Gentamicina izraisitas dzirdes izmainas konstatétas 5 %-10 % gadijumu. Dzirdes
zudums notiek galvenokart augstakajas frekvences — aptuveni 8000 kHz lidz 12 000 kHz.
Neskatoties uz to, ka aminoglikozidu izraisiti dzirdes bojajumi ir pieraditi vairakos petijumos,
nav precizi zinams mehanisms ka un kapgc tie boja matinaudu $tnas. Aminoglikozidi var
izraisit galvas smadzenu bojajumus, ka dé] rodas dazadi trauc&jumi (atminas traucejumi, intelekta
spju pazeminasanas). Toksicitates un antibakterialas rezistences del, §is aminoglikozidu

klases antibiotikas infekciju slimibu arstésana izmanto arvien retak.

1.4. Antibakteriala rezistence

Bakterijas Klust antibiotiku rezistentas, kad specifiskas antibiotikas ir zaudgjusas sp&ju tas
nonavet vai apturét to augsanu. Dazas baktérijas, kas parasti ir jutigas pret antibiotikam,
genetisku parmainu del var Klat rezistentas, izdzivot, turpinat vairoties, tadgjadi paildzinot
infekcijas slimibu arstesanu vai atseviskos gadijumos to padarot neefektivu. S iemesla dgl
rezistentu baktériju izraisitam infekcijam var bat nepieciesama alternativa arstésanas
metodika un dargakas antibiotikas, iespéjams, ar daudz nopietnakam blakusparadibam [31].
Ik gadu antibakteriala rezistence ir naves iemesls aptuveni 25 000 cilvékiem Eiropas
Savieniba un 700 000 cilvékiem visa pasaulé. Pastav bazas, ka ap 2050. gadu no
bakterialas rezistences ies boja vairak cilvéku neka no véza. 2016. gada Eirobarometra
petijjums par antibiotiku lietoSanu un zinaSanam par tam rada, ka ped€jo septinu gadu
laika kopuma ES antibiotiku lietoSana ir samazinajusies par 6 %. Tostarp otrs lielakais

samazinajums — 8 % nov&rots tiesi Latvija, Danija un Niderlandé [32].

Bez efektivam antibiotikam nopietnu operaciju un kimijterapijas veiksmiga norise
nakotné bas apdraudéta [33]. Eiropa uzraudzibas dati liecina, ka antibakteriala rezistence ir
pieaugosa sabiedribas veselibas problema. Parmériga un neatbilstosa antibiotiku lietosana
paatrina rezistentu baktériju paradisanos un izplatibu [31]. Piem&ram, antibiotiku lieto$ana
saauksteéSanas gadijuma, kuru izraisijis viruss, nevis baktérija, un antibiotiku lietoSana ka
baribas piedevu vai profilakses Iidzekli lopkopiba un zivkopiba veicina rezistentu
baktériju attistibu [33]. Farmacijas industrijas, dzivnieku fermu un ari slimnicu
notekiideni satur ievérojamu antibiotiku atliekvielu daudzumu, tapéc rezistenti
mikroorganismi ir atrasti gan cilvékos, dzivniekos un partika, gan arT apkartgja vide
(augsné, tdent un gaisa) [28,33]. Tie var izplatities starp cilvékiem un dzivniekiem,

neieverojot higi€nas normas.
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Antibakeriala rezistence pastav ikviena valsti. Rezistenta Klebsiella pneumonia
baktérija, kas atrodas zarnas un var izraisit dzivibai bistamas infekcijas, ir izplatijusies pa
visiem pasaules regioniem [33]. Antibiotikas, ko lieto, lai arstétu un noverstu bakterialas
infekcijas dzivniekiem, ir tas paSas, ko lieto cilveki. S treptomicinu kopa ar citam
antibiotiku klasem lieto infekcijas slimibu gadijuma gan cilvékiem, gan dzivniekiem, ka art
peru puvju un bakterialas iedegas apkarosana atseviskas valstis. Tatad pastav vairaki veidi,
kados cilveks var uznemt vienu un to pasu antibiotiku [31].

Eiropas partikas nekaitiguma iestades (EFSA) kopsavilkuma zinojuma par antibiotiku
rezistenci baktérijam, kas izdalitas no cilvekiem, dzivniekiem un partikas 2012. gada
atrodami sadi dati. Salmonella spp. rezistence pret streptomicinu 23,6 % (N = 16 643)
gadijumu. Visaugstakais raditajs konstatéts Italija 62,4 % (N = 133), Igaunija — 10,7 % (N
= 169 %), Lietuva — 6,6 % (N = 623). Baktérijai Salmonella Typhimurium rezistence pret
streptomicinu — 46,2 %, gentamicinu — 3,2 %. Ipasi augsta Salmonella Typhimurium rezistence
pret gentamicinu ir sastopama Slovakija (92,9 %; N = 56), savukart pret streptomicinu —
Vacija (82,3 %; N = 744) [34]. Par plasu problému ir kluvusi enterokoku rezistence pret
aminoglikozidiem. Jo enterokoku izraisita endokardita arst€Sana nepiecieSama ilgstosa

potenciali nefrotoksiska un ototoksika aminoglikozida lietoSana kopa ar citam antibiotikam

[25].

1.5. Aminoglikozidu noteiksanas metodes

Aminoglikozidi ir tideni $kistosi, polari savienojumi, kuru struktiira ir vairaki slapekla
atomi, kas atrodas gan amino grupu sastava (streptomicina un dihidrostreptomicina
gadijuma ari guanidina funkcionalds grupas sastava). ST iemesla d&l aminoglikozidu
klases antibiotikas var tikt pieskaititas pie organiskam bazem un tam piemit relativi augstas
pKa vértibas. Aminoglikozidi nesatur hromoforas un fluoroforas grupas. Tos nav iesp&jams
noteikt ar vairaku savienojumu klasu noteiksanas metodém (multimetodém), jo to fizikalas

un kimiskas 1pasibas stipri atskiras no citiem veterinarajiem medikamentiem [35].

Ka skrininga metodi aminoglikozidu noteikSanai var izmantot mikrobiologiskos testus.
Pieméram, ELISA testu streptomicina un dihidrostreptomicina noteikSanai medd. To
darbibas pamata ir baktériju augSanas inhib&Sana. Ja analiz€jamais paraugs satur antibiotikas
virs noteikSanas robezas, tas aptur baktériju augSanu, kas savukart izraisa pH izmainas, jo
bakterijas augot izdala skabi [42]. Biitiski, lai noteikSanas robeza nebutu augstaka neka

noteikta vai rekomendéta maksimali pielaujama veértiba, pieméram, streptomicina gadijuma
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tie bitu 40 pg/kg. Sadus testus izmanto atrai, l&tai un kvalitativai aminoglikozidu

noteikSanai.

Lai kada butu izveléta analizes metode, jebkura gadijuma ir javeic parauga
homogenizésana un, olbaltumvielu izgulsnéSana, jo aminoglikozidi sp&j saistities ar

olbaltumvielam, péc kuras seko selektiva antibiotiku ekstrakcija, attiriSana no

trauc€josajiem matricas komponentiem.

Aminoglikozidi parsvara atrodas dzivnieku izcelsmes produktos, kas bagati ar
olbaltumvielam. Medi olbaltumvielu saturs ir niecigs, bet, arT analiz€jot to, veic
olbaltumvielu izgulsnéSanu. Visbiezak tam izmanto organiskos Skidinatajus, piemé&ram,
acetonitrilu, vai skabes — trihloretikskabi vai perhloskabi. Aminoglikozidu ekstrakciju no parauga
lielakoties veic ar skidruma—skidruma ekstrakciju, kurai seko cietas fazes ekstrakcija (CFE). Ja
paraugs, ka, pieméram, piens vai aknas, satur taukus, tad ir nepiecieSams veikt parauga
attaukoSanu. Ka $kidinataju tam var izmantot heksanu. CFE izmantoSanas gadijuma kartridzu
sagatavo ar polaru organisko $kidinataju, pieméram, metanolu, péc tam ar tideni un péc tam
pievieno ekstrakcijas Skidumu. P&c ekstrakcijas kartridzu skalo ar nelielu daudzumu tidens un
zave [28].

Gazu hromatografija. So metodi izmanto, lai noteiktu gaistosus, termiski stabilus
savienojumus zema koncentraciju limeni. Ta ka aminoglikozidi nav gaistosi, lai to
noteiksanai varétu izmantot gazu hromatografiju, ir jaiegust gaistosi atvasinajumi. To var
panakt sililgjot hidroksilgrupas un acilgjot amino grupas. ASV Farmakopeja aprakstits, ka
gazu hromatografiju var izmantot, lai noteiktu spektinomicinu (Trobicins) pirms tam to
sililgjot ar heksametildisilazanu [26].

Augsti efeksiva skidruma hromatografija (AESH). Aminoglikozidu pasibas — tudent
skistosi, loti polari savienojumi — ir atbilstosas, lai izmantotu AESH metodi, piemeram, jonu
apmainas vai apgrieztas fazes hromatografiju. Tomér, ka tika minéts ieprieks, aminoglikozidi
nesatur hromoforas vai fluoroforas grupas, tapéc to noteiksana ar UV vai fluorescences
detektoru ir apgratinata. To var padarit iesp&jamu, tomér tada gadijuma ir javeic
savienojumu derivatizésana, iegustot hromoforas vai fluoroforas grupas. Derivatizaciju var
veikt pirms parauga ievadisanas kolonna (pre-column derivatization) vai ari péc izdalisanas
no kolonnas pirms savienojumu detektésanas (post-column derivatization) [26]. Jaatzimé, ka
derivatizacija nevien pagarina analizes veiksanas laiku, bet var ari piesarnot pasu paraugu, ka

ar1 legatie atvasinajumi var sadalities dazu stundu laika péc to iegusanas. Literattra
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aprakstitajas metodes, kur tiek izmantota skidruma hromatografija apvienojuma ar
fluorescences detektoru, noteiksanas robeza streptomcinam un dihirostreptomcinam dazada
veida matricas (meda, piena, olas un aknas) ir 7,5-15 pg/kg, savukart gentamicina

noteiksanas robeza piena — 15 pg/L.

Kapilara elektroforéze. Metodes prieksrocibas ir augsta sadalisanas efektivitate, 1SS
analizesanas laiks un neliels reagentu patérins. 60 % gadijumu ar kapilaro elektroforezi
nosakot vairaku aminoglikozidu atliekvielas, tiek izmantots fluorescences detektors.

Tapéc ari $aja metode veic derivatizaciju ar fluorescentu reagentu [26].

Augstefeksiva skidruma hromatografija apvienojuma ar masspektrometrija (4ESH-MS).
Si ir visbiezak izmantota un atzitaka metode medikamentu atliekvielu noteikiana. Ar $o
metodi var ar identificét analizéto savienojumu, ne tikai noteikt ta koncentraciju. Salidzinot
ar ieprieksgjo metodi, tai ir daudz zemaka noteiksanas robeza — 2 pg/kg streptomicina meda
[35].

Vairuma literatira aprakstito metozu aminoglikozidu klases antibiotiku izdaliSanai no
medus paraugiem tiek veikta CFE, kuras laika sagatavotajam parauga ekstraktam pliistot
cauri cietajai (stacionarajai) fazei, aminoglikozidi ar to saistas un paliek uz tas virsmas.
Praksé dominé divas apgrieztas fazes CFE metodologijas. Pirma galvenokart balstas uz
polaritates atSkirtbam un tdenraza saiSu ierosinatam mijiedarbibam starp analiz€jamo
savienojumu un SPE kolonnu, savukart otraja tiek izmantots jonapmainas mehanisms, kas
balstas uz elektrostatisko mijiedarbibu Starp cieto fazi un analitu [24,36,37]. Analiz€jamos
savienojumus lielakoties elu¢ no CFE kolonnas, izmantojot amonija formiatu tidens $kidumu

[20] vai paskabinatu metanolu [36], un visbeidzot analizé ar AESH-MS.
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2. EKSPERIMENTALA DALA

2.1. Izmantotie reagenti un paligvielas

e Trihloretikskabe (ACS tiribas pakape)

e Metanols (AESH ftiribas pakape)

e Dejonizéts tidens (Milli-Q attiriSanas sistéma)

e Skudrskabe (ACS tiribas pakape)

e Natrija hlorids (ACS tiribas pakape)

e Amonija acetats (ACS tiribas pakape)

e Amonija formiats (ACS tiribas pakape)

o Etilendiamintetraetikskabes dinatrija sals (ACS tiribas pakape)
e Natrija hidroksids (ACS tiribas pakape)

e Centrifugas filtri ar poru izm&ru 0,22 pm

e Cietfazu ekstrakcijas kolonnas Strata-X PRP 200 mg/3 mL (Phenomenex)

e Universalindikatora sloksnes, pH-Fix 0-14, Macherey-Nagel.

2.2. Izmantota aparatiira un trauki

e Analitiskie svari ar precizitati = 0,0001 g

e Termostat§jama centriftiga

e SildiSanas iekarta ar slapekla ietvaiceSanas sistemu
e Automatiskas pipetes ar mainamu tilpumu

e Mechaniskais kratitajs

e Merkolbas, A klase

2.3. Darba Skidumi

o FEkstrakcijas skidums: 4% trihloretikskabes, 0,5% natrija hlorida, 10 mM amonija
acetata un 0,5 mM EDTA Skidums iident
lesver 40 g trihloretikskabes, 5 g natrija hlorida, 0,77 g amonija acetata, 0,186 g

_____

tdens, atSkaida lidz 1000 mL atzimei un vienmerigi sajauc.

o | M natrija hidroksida skidums iident
100 mL meérkolba iesver 4 g natrija hidroksida, atSkaida ar dejoniz€tu Gideni Iidz atzimei un

vienmerigi sajauc.
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e | M amonija formidata Skidums iident
100 mL mérkolba iesver 6,80 g amonija formiata, atSkaida ar dejoniz&tu tideni [idz atzimei un

vienmeérigi sajauc.

o 5% skudrskabes Skidums iident (95:5 VIV)
100 mL mérkolba pievieno 5 mL skudrskabes, atSkaida ar tideni Iidz atzimei un vienmérigi

sajauc.

o Kustiga faze “A”: 1 % skudrskabes Skidums iident
10 mL skudrskabes atSkaida ar 990 mL dejonizéta tidens, sajauc un degazé 10 minites

ultraskanas vanna.

o Kustiga faze “B”: acetonitrils

o Kustiga faze “C”: iidens
2.4. Standartvielas un standartSkidumi

2.4.1. PamatSkidumu pagatavoSana

Pamat$kidumus ar koncentraciju 1000 ng/uL pagatavo vadoties péc 2.1. tab.
noraditajiem vielu daudzumiem. 10 mL meérkolba iesver nepiecieSamo standartvielas
daudzumu, izskidina dejonizéta tideni un atskaida 1idz atzimei. Skidums derigs 6 ménesus,
glabajot +4 °C temperatura. Aprékinot nepiecieSamo iesvaru vertibas, nem vera gan

standartvielu tiribas pakapi, gan veidu, kada savienojums atrodams standartviela.
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2.1. tabula

Standartvielu iesvari, lai pagatavotu Skidumus ar koncentraciju 1000 ng/pL uz 10 mL

udens
Standartviela Savienojums Vlelaz firiba, | lesvars,
0 mg

Spektinomicina dihidrohlorida Spektinomicins 98,0 13,00
sulfats

Neomicina sulfats Neomicins 90,0 16,43
Gentamicina-2,5-sulfata hidrats Gentamicins 96,5 11,23
Streptomicina sulfats Streptomicins 98,0 12,79
Kanamicina sulfats Kanamicins 99,0 12,15
Dihidrostreptomicina seskvisulfats | Dihidrostreptomicins | 98,0 12,78

Standartvielas iesvaru, kas ir nepiecieSams, lai pagatavotu 10 mL standart§skiduma ar

koncentraciju 1000 ng/uL, aprékina p&c $adas formulas:

Coe (1000 %) -10 mL - 100 %

M Savienojums

M yielas(ME) =
vielas (Mg) 1000 - vielas tiriba, % M gtandartviela

Pamatskidumus ar koncentraciju 100 ng/uL pagatavo sadi: 10 mL mé&rkolba pievieno 1
mL pamatSkiduma (1000 ng/uL), atskaida ar dejonizétu Gdeni lidz atzimei un vienmerigi

sajauc.

2.4.2. Darba standartSkidumu pagatavoSana

Darba standart§kidumus pagatavo, vadoties péc 2.2. tab. noraditajam pamatskidumu
tilpumu vértibam. Darba S$kiduma pagatavosana pievieno konkrétu tilpumu individualo
standartvielu pamat$kiduma (100 ng/pL) un atSkaida 10 mL mérkolba ar dejoniz&tu tdeni.

Darba Skidums derigs 2 nedélas, glabajot +4 © C temperatiira.

2.2. tabula

Darba standartSkidumu pagatavosanai nepiecieSamais pamatSkiduma tilpums

Medus analizes o
. . . vren 9 PamatSkiduma
Savienojums izSkirSanas robeza tilpurr;s ulL

CCa, pg/kg ’

Dihidrostreptomicins 12,9 129,5
Gentamicins 11,9 119,4
Kanamicins 16,4 164,2
Neomicins 29,7 296.,7
Spektinomicins 14,0 139,8
Streptomicins 13,4 134,0
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2.5. Analizéjamo paraugu izvéle

Darba tika analizéti 30 medus paraugi, no kuriem 10 paraugi bija importa medus — ES un
arpus ES medus maistjums, un 20 paraugi bija Latvija razotais medus. Visi medus paraugi
bija dazadu ziedu medus, iznemot vienu importa —, kas bija akaciju medus. Importa medus
paraugi tika iegadati lielakajos tirdzniecibas tiklos Latvija, bet viet€jie medus paraugi
galvenokart — tirgos vai no biSkopjiem. Medus paraugu vakSanas laiks bija no 2017. gada
janvara lidz aprilim, kad tirgii galvenokart bija pieecjams pagajusaja vasara ievaktais ziedu
medus.

2.1. att. redzams no kuriem Latvijas novadiem medus paraugi tika savakti. Kopa tie bija
16 novadi, kur no Rézeknes novada bija 3 dazadi medus paraugi, un diviem veikala pirktajiem
medus paraugiem nebija precizi noradita iegiiSanas vieta, tapéc Sie medus paraugi nav

atspoguloti karte.

2.1. att. Analizéto medus paraugu sadalijums pa novadiem

Papildus Latvija iegiitajiem medus paraugiem, tika analizéti 49 medus paraugi, kas iegiiti
no dazadiem regioniem Gruzija 2016. gada vasaras perioda. Sifréta veida paraugi tika pieskirti
metodes aprobacijai ar Partikas drosSibas, dzivnieku veselibas un vides zinatniska instittta

“BIOR” atlauju.
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2.6. Paraugu sagatavosSanas procediira

50 mL polipropiléna stobrina iesver 5 g homogenizéta medus parauga. Pievieno 20 mL
ekstrakcijas $kiduma, 15 mintites maisa ar mehanisko kratitaju un 10 mintites centrifugé pie
3500 apgr./min. Ekstraktu dekante jauna polipropiléna stobrina un neitralizé ar 1 M natrija
hidroksida skidumu lidz pH sasniedz vértibu robezas no 4 Iidz 5. Neitraliz&to ekstraktu attira,
izmantojot cietfazu ekstrakcijas kolonnas (Strata-X PRP 200 mg/3 mL):

e kolonnas kondicion€ ar 3 mL metanola un p&c tam ar 3 mL dejoniz€ta tidens;

e uznes ekstraktu;

e kolonnas skalo ar 6 mL dejoniz&ta tidens un 15 miniites zZaveé pazeminata spiediena;

o clugar 2,5 mL 5 % skudrskabes skiduma Gideni (95:5, v/v).

Attiritajam ekstraktam pievieno 25 pl. 1 M amonija formiata tdens Skiduma, 10 sekundes
maisa uz orbitala maisitaja un 250 pL alikvotu no gala ekstrakta parnes autosamplera stikla

pudelite, filtre, izmantojot centrifugu filtrus ar poru izméru 0,22 um.

2.7. AESH-NL-MS/ddMS? analize

Atliekvielu noteikSanai tika izmantots augsti efektivais Skidruma hromatografs, kas
savienots ar nolidojuma laika masspektrometru (AESH — UltiMate 3000, Thermo Scientific;

nolidojuma laika masspektrometrs — Compact qTOF, Bruker).

2.7.1. AESH parametri

e Kolonna — Obelisc R 2,0 x 150 mm, dalinu izmé&rs 5 um vai analoga
¢ Injekcijas tilpums — 10 pL

e Kolonnas temperatiira — 30° C

e Temperatira paraugu nodalijuma — 10° C

e Plasmas atrums — 0,5 mL/min

2.3. tab. dots gradienta rezims pec AESH instrumentalas programmas.

2.3. tabula
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AESH gradienta programma

Laiks, min “A” “B” “C”
0 3 90 7
0,5 3 90 7
2,5 80 20 0
5 100 0 0
8 100 0 0
8,1 3 90 7
12,5 3 90 7

2.6.2. Masspektrometra parametri

e Avots — termalas elektroizsmidzinasanas interfeiss (lonBooster™, Bruker)
e Spriegums uz kapilara — 1000 V

e Desolvatacijas temperatira — 400° C

e Iztvaicétaja gazes pliismas atrums — 4 L/h

e Iztvaic€taja temperatiira — 200° C

e Produkta jonu sken&$anas diapazons — no 50 Iidz 900 m/z.

2.4. tab. apkopoti analiz€jamo aminoglikozidu instrumentalie raksturlielumi.

2.4. tabula

Analizéjamo savienojumu instrumentalie raksturlielumi

1 + I1zolacijas 2 .
Savienojums Formula L.’ [M+HT", platums, E MS/MS fragmenti, Q2/Q:3
min m/z eV m/z
+m/z
Spektinomicins C14H2sN20g | 4,60 351,1762 1,50 35 333,16 207,13 0,49
Streptomicins Co1H39N7O12 | 4,80 582,2729 0,75 45 263,14 246,12 0,45
,\Dﬂ'irl'iirsos"epto' CaHuN:On | 4,80 | 584,2886 0,75 45 | 26315 | 24612 | 0,27
Kanamicins Ci18H3sN4O11 | 5,10 485,2453 1,50 20 163,11 205,12 0,37
Gentamicins C1 C21H43N507 5,80 478,3235 1,50 30 157,13 322,20 0,23
Neomicins Co3H46N6O13 | 6,00 615,3196 1,50 30 161,09 293,13 0,17

llzdalisanas laiks
2Sadursmju energija

3Attieciba starp iegiitajiem fragmentacijas joniem
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3. REZULTATI UN TO IZVERTEJUMS

3.1. Metodes validacija

Lai izvertetu metodes analitiskos parametrus un veiktu talaku paraugu analizi, tika veikta
metodes validacija piecos koncentraciju Iimenos divu dienu perioda, katram koncentraciju
Iimenim saturot Cetrus atkartojumus. Paraugi tika sagatavoti péc iepriek§ aprakstitas
procediiras, pievienojot noteiktu standartpiedevas daudzumu tiram medus paraugam.

Validacijas ietvaros kopa tika analizeti 40 paraugi ar standartpiedevu.

Saskana ar Eiropas Komisijas lémumu 2002/657/EC validacijas ietvaros tika novérteti
sekojosi analitiskas metodes veiktsp€jas parametri: selektivitate, relativa standartnovirze,
atglistamiba, linearitate, izSkirSanas robeza (CCa) un noteikSanas sp&ja (CCp). Validacijas

apkopojums attélots 3.1. un 3.2. tabulas.
3.1. tabula

Validacija noteikto atgiistamibu un relativo standartnovirzu vértibu apkopojums

o Koncentraciju Pirma diena Otra diena S'Earpdj(?nu

Savienojums limenis, pg/ke (n=4) (n=4) salidzinajums

’ RSN, % | A%2,% | RSN, % | A,% | RSN, % | A, %

10 5,4 115,6 4,6 93,7 5,0 104,7

- 25 6,3 94,8 4,8 93,1 5,6 93,9

Dihidro- 50 53 | 943 | 22 | 998 | 38 | 97,1
streptomicins

100 55 92,7 2,7 99,6 4,1 96,1

250 4,2 95,7 4,2 103,1 4,2 99,4

10 6,0 119,1 3,7 91,2 4,8 105,1

25 5,9 95,5 5,6 90,6 57 93,0

Gentamicins 50 5,6 88,2 55 93,0 55 90,6

100 7,0 85,1 15 90,9 4,3 88,0

250 4,8 96,0 2,6 97,6 3,7 96,8

10 9,4 115,7 51 126,1 7,3 120,9

25 9,5 112,8 3,8 110,4 6,7 111,6

Kanamicins 50 3,3 92,9 0,9 97,5 2,1 95,2

100 1,7 80,9 6,2 100,2 3,9 90,6

250 7,8 96,2 3,9 100,2 5,9 98,2

25 6,4 96,3 3,2 108,1 4,8 102,2

50 6,3 91,4 3,9 102,1 51 96,8

Neomicins 100 6,7 92,1 2,1 91,8 4.4 92,0

250 2,8 94,2 5,0 89,9 3,9 92,1

500 3.4 112,5 1,8 99,4 2,6 105,9
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3.1. tabulas turpindjums

o Koncentraciju Pirma diena Otra diena Starpdienu
Savienojums imenis, pg/kg (n=4) (n=4) (n=8)

RSNY, % | A29% |RSN,% | A,% | RSN, % | A, %

10 5,0 105,8 3,8 96,6 4,4 101,2

25 4,0 100,1 6,0 106,6 5,0 103,4

Spektinomicins 50 5,3 95,4 51 104,4 5,2 99,9
100 1,5 98,4 3,4 106,3 2,4 102,4

250 1,4 92,7 2,0 102,6 1,7 97,6

10 3,8 107,2 10,8 91,2 7,3 99,2

25 8,9 90,0 59 89,2 7,4 89,6

Streptomicins 50 7,1 94,9 4,3 98,1 57 96,5
100 5,0 94,1 1,9 100,0 34 97,0

250 3,7 95,7 4,8 102,1 4,2 98,9

1Relativa standartnovirze

2 Atgiistamiba

3.2. tabula

Linearitates, izSkir§anas robezas (CCa) un noteikSanas spéjas (CCp) vértibu

apkopojums
Savienojums Linearitate Iz§l§ir§anas No_t.e iksanas
robeza, ng/kg spéja, ng/kg
Dihidrostreptomicins 0,999 12,9 14,4
Gentamicins 0,997 11,9 12,4
Kanamicins 0,996 16,4 20,5
Neomicins 0,995 29,7 30,0
Spektinomicins 0,999 14,0 17,0
Streptomicins 0,999 13,4 15,1
Metodes selektivitate tika izvértéta aplikojot iegitas AESH-NL-MS/ddMS?

hormatogrammas visiem analiz€tajiem savienojumiem. Trac€joSas smailes netika konstatetas

analiz€jamo savienojumu izdaliSanas laika diapazona (3.1. att).
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ImEHSéE Spike 100ngg w ith NHAFA_GE3_01_6038.d: Spectinomycin - C14H24N207 [M+H]+ 333.1656+0.01 All MS
x10°3
0.75 4
0503
0257

|H@H%: Spike 100ngg w ith NH4FA_GE3_01_6038.d: Streptomycin - C21H39N7012 [M+H]+ 582.2729+0.01 All MS
x10° 4
23
1

Inten%- Spike 100ngg w ith NH4FA_GE3_01_6038.d: Dihydrostreptomycin - C21H41N7012 [M+H]+ 584.2886+0.01 All MS
x10°
4
24

Inten%s Spike 100ngg w ith NHAFA_GE3_01_6038.d: Kanamycin A - C18H36N4O11 [M+H]+ 485.2453+0.01 All MS
x10°7
0753
0507
0.253

|ﬂ%'995-: Spike 100ngg w ith NHAFA_GE3_01_6038.d: Gentamicin C1 - C21H43N507 [M+H]+ 478.3235+0.01 All MS
x10° ]
1.0
0.5

Inte%%_ Spike 100ngg w ith NHAFA_GE3_01_6038.d: Neomycin - C23H46N6013 [M+H]+ 615.3196+0.01 All MS
x10% 4
6
4]
24

0 T T T T T T
0 2 4 6 8 10 Time [min]

3.1. att. AESH-NL-MS/ddMS? hromatogramma medus paraugam ar aminoglikozidu standartpiedevu (100
Ha/kg)

3.2. Aminoglikozidu klases antibiotiku atliekvielu klatbiitne medus
paraugos

Metodes aprobacijas noliikos tika analizéti 49 Gruzijas medus paraugi. Tris paraugos tika
konstatéta streptomicina atliekvielu klatbiitne (117 ng/g; 35 ng/g; 14 ng/g), savukart viena
parauga tika konstatéts gentamicins C1 (32 ng/g). legiitie rezultati ir saskana ar literatiras
apskata min€to secinajumu, ka tiesi streptomicina un gentamicina atliekvielu klatbiitne medi
ir pati izplatitaka. Nemot vera, ka analiz€tie Gruzijas medus paraugi nebija paredzeti
eksportam uz ES, padzilinats rezultatu novertéjums netika veikts.

Lai izveértetu Latvijas pat€rétajiem pieejama medus kvalitati attieciba uz aminoglikozidu
Klases antibiotiku atliekvielu klatbiitni, tika analizét 30 dazadas izcelsmes medus paraugi.
Neviena no paraugiem atliekvielu klatbiitne netika konstatéta.

Lai ar iegiitais rezultats ir negativs - tas noteikti neizsledz to, ka paterétajiem Latvija
pieejamais medus nesatur aminoglikozidu atlickvielas. Iegiitie medus paraugi bija no
dazadiem Latvijas novadiem, lai iegitie dati biitu reprezentativi, bet tada gadijuma paraugu
skaitam vajadz€ja but lielakam. Ka labu pieméru analogam pétijjumam var minét Belgijas

zinatnieku veikto monitoringu, kura tika noteiktas antibiotiku atliekvielas Belgija
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sastopamaja medi. Streptomicins tika konstatéts 4 no 248 (1,4 %) Belgija razotajiem medus
paraugiem un 51 no 108 (47,2 %) importéta medus paraugiem [41]. Saja pétijuma tika
izvelets daudz lielaks analizéto paraugu skaits un rezultati uzradija pavisam nelielu viet&jas
izcelsmes paraugu piesarnojumu. Magistra darba tika analiz&ti 20 vietgjas izcelsmes paraugi
no visas valsts, kas, acimredzot, nav bijis statistiski pietiekams paraugu daudzums, lai veiktu
objektivu riska novertejumu. Lielaka varbiitiba konstateét aminoglikozidu atliekvielas bitu, ja
analizétu paraugus, kas ieguti tikai viena ve&sturiskaja novada, pieméram, Zemgal€, Kur
vairakkartigi konstatéta bakteriala iedega. Koncentr&joties uz vienu regionu, iegitie dati
varétu but vairak saistiti ar apkartgjo vidi — fermu, auglkopibas darzu utt. — ka potencialo
atliekvielu avotu. Saja darba analizétie medus paraugi nesniedz tik pilnigu informaciju par
medus izcelsmi. Tapat janem véra Latvijas klimatiskie apstakli, kas, salidzinagjuma ar ES
rietumos un dienvidos esoSajam valstim, samazina riskus auglkokiem un bit€m infic€ties ar
patogéniem, tad€jadi arT samazinot nepiecieSamibu pec antbiotikam un to potencialo klatbutni

medu.

ES partikas droSibas regul&jumi ir vieni no stigrakajiem pasaulé un regulari tiek
papildinati balstoties uz jaunakajiem pétijumiem, savukart valstim, kuras savu produkciju
velas importét ES, ir janodroSina atbilstoSa kvalitate, kas ir saskana ar ES likumdoSanu.
Antibiotiku atliekvielu klatbitne importétaja meda pédéjo gadu laika ir samazinajusies
(balstoties uz datiem, kas pieejami RASFF datubazg), kas lielakoties skaidrojams ar
augstajam kvalitates prasibam ES un pakapeniskiem uzlabojumiem citu valstu partikas
drosSibas nozar€. Parliecibu par to sniedz ari tas, ka neviena no 10 import€tajiem medus
paraugiem netika konstatetas aminoglikozidu atliekvielas, tomer balstoties uz rezultatiem, kas
legiiti analiz§jot Gruzijas medus paraugus var secinat, ka vel joprojam riski pastav un $ada

veida pétijumi ir javeic, lai biitu iesp&jams nodrosinat augstus kvalitates standartus.

Nemot veéra iepriek§ mingto, var secinat, ka Latvijas patérétajiem risks iegadaties medu,

kas satur aminoglikozidu klases atliekvielas, ir zems.
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SECINAJUMI

1. AESH-NL-MS/ddMS? ir piemérota metodologija aminoglikozidu klases
antibiotiku noteikSanai medd un iegiitie metodes validacijas raksturlielumi
atbilst Eiropas Komisijas lémuma 2002/657/EC prasibam.

2. Pateretajiem Latvija, lietojot uztura medd, risks uznemt aminoglikozidu
atliekvielas ir zems un aminoglikozidu klases antibiotiku lietoSana bisu
bakterialu slimibu apkaro$ana ir reti izplatita.

3. legitie Gruzijas medus paraugu rezultati norada uz vél joprojam pastavoSajiem

riskiem lietojot uztura arpus ES izcelsmes medu.
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