UNIVERZA V LJUBLJANI
FAKULTETA ZA FARMACIIO

ANDREJA CESAR

DIPLOMSKA NALOGA
VISOKOSOLSKI STROKOVNI STUDIJ LABORATORIJSKE BIOMEDICINE

Ljubljana, 2009



UNIVERZA V LJUBLJANI
FAKULTETA ZA FARMACIIO

ANDREJA CESAR

MIKROBIOLOSKO DOLOCANJE VSEBNOSTI ANTIBIOTIKOV V ZDRAVILIH
Z DIFUZIJSKO METODO

Ljubljana, 2009



Diplomsko nalogo sem opravljala v Javni agenciji Republike Slovenije za zdravila in

medicinske pripomocke pod mentorstvom Marije Sollner Dolenc, mag. farm.

ZAHVALA

Za pomoc¢ pri izdelavi diplomske naloge se zahvaljujem mentorici prof. dr. Mariji Sollner
Dolenc, Mojci Potocnik, univ. dipl. mikrobiol., Mariji Toplisek in vsem sodelavcem iz
JAZMP. Hvala vsem za napotke in vloZeni trud ter pomo¢ pri prakti¢nem delu diplomske

naloge.

IZJAVA

Izjavljam, da sem diplomsko nalogo samostojno izdelala pod vodstvom mentorice prof. dr.

Marije Sollner Dolenc, mag. farm.

Ljubljana, junij 2009 Andreja Cesar

Predsednik diplomske komisije: doc. dr. Darko Cerne

Clan diplomske naloge: asist. dr. Simon Zakelj



KAZALO

1.

UvOD 1
[.1.  MESTO IN NACIN DELOVANIA ....otttiiiiiiieeeiiieeeeeiireeeeetneeeeesteseeesssseeeassseeeeasseesesansees 1
1.2.  ZAVIRALCI SINTEZE CELICNE STENE .....ccceiittiiiieiiiieeeeitneeeeeeiteeeeeeetaeeeeeeeaneeeeeenneeeeeennees 2

1.2.1. Beta-laKtaml ........cccuveiiiiiiiiieiiiie ettt eeee e e et e et e e e e eaaeeeeeeaaaeeeeenes 3
| RN S T o3 U5 v To3 | o DR ROPOPRRURRRRRN 5
1.2.3. GIKOPEPUIAL...etieiiieiieeiie ettt ettt ettt et ebe e saeenbaesnbeesseessseenneas 5
1.3, ZAVIRALCI PROTEINSKE SINTEZE ......cuvttteiieeiiiiiitirreeeeeeeeeieiinrreeeeeeeeeeesessseeeeeseessesessesens 7
1.3.1. AMINOZIKOZIAI.....ccciiiiiieeiiiiieeieeeie ettt ettt et ae e eebeesbeessseenneas 7
1.3.2. KIOTamfeniKol.........ooovvioiiiiiiiiiiieeeeeeeee ettt e e e ettt e e e e e e e s eennnes 8
1.3.3. TeIACIKIINT ...uvvviiiiiiiiiiccieiec ettt e e e e et e e e et e e e eeaaeeeeeeaaaeeeeenes 8
| TR LY, B0 Sa () § e § AR PP 9
1.3.5. LINKOZAMIAIL.....ccoiiiuiiiiiiiiiiieeccieee et e e et e e et e e e eeaaeeeeeenaneeeeenes 9
1.3.6. Fucidinska KiSHNA ......cccouvviiiiiiiiiieiiiiiceee ettt ettt et e e e e e s eeanns 10
1.4.  ZAVIRALCI SINTEZE NUKLEINSKIH KISLIN........cceiutteeeirireeeniireeeeesireeeeesnreeeessnnseeesnnns 10
O N 1 5003 1 T2 0 0¥ Le A SRRSO RPN 10
1.4.2. KINOIOMI .. .uiiiiiiiiiie et e e e e e et e e e e e e e eesatareeeeeeeeeeenanes 10
1.5.  SUBSTANCE, KI MOTIJO DELOVANIJE CITOPLAZEMSKE MEMBRANE - POLIMIKSINI ...... 11
1.6. PROTIMIKROBNE UCINKOVINE ZA ZDRAVLIJENJE TUBERKULOZE .........ccccuvrreernrrreennns 11
1.7.  POJAV REZISTENTNOSTL ... .uutttiiieeeeeeeiirrereeeeeeeeeieitareeeeeeeeeeesissssseeeseeeessessrssseseseeesnnnnes 12
1.7.1. Odporni @NteTOKOKI......c.eevvuieriieeiiiitieeieeite e ettt eeeae e e eaeebeessseeseeeeseenseeeens 13
1.7.2. Odporne bakterije rodu Salmonella Spp. ..........cccccocevveviinieciniieniniiniincecneenn, 13
1.7.3. Odporne bakterije vrste Staphylococcus QUIEUS...............ccueecuveceeeecieenreeireneenns, 14
1.8.  PRINCIPI IN POSTOPKI DOLOCITVE PROTIMIKROBNIH UCINKOVIN........ccecuvireeerrrreenns 15
1.8.1. TurbidimetriCna MEtOAa ........ccuvviiiiieiiiieeieie e 15
1.8.2. Metoda difuzZij€ V aarjU.......c.ceiuiiiiieiiieiieiie ettt ettt 18
1.8.3. Testni MIKIOOTZANIZIMI ...cuvieiieriiiiiieciieeiie ettt e ere et eeae e e ssbeebeeeeaeenseeees 25

NAMEN DELA 28

MATERIALI IN METODE 30
3.1, IMATERIALL....uuttiiiiiiee e ettt ee e e e e eeetteeeeeeeeeeeattbaseseaaeeseaasssssasasaeeeeaasassssseseaaeeeeannnnes 30

BT, GOJISCa ittt ettt ettt ettt e et e e erb e e beennteebaeenteenbeeenne 30
T DS L 1 i o (O PRRRRRR 32
3.1.3. LaboratorijSki PribOT . ......ccuiiiiiriiieiieiie ettt ettt ettt e 34
3.1.4. Preucevani vzorci in referenéni standardi .........cccooeevveviiiieieiiiiiiiieeeee s 34
3.1.5. Testni MIKIOOTZANIZEM.......cccuieiuiieiieeiieetieeiie ettt ettt seee et eseae et e saaeeneeeene 35
3.2, METODE ...ttt ettt e e ettt e e e e e e e e ttbaa e e e e e e e e e e tattbaeaaaeeeeeanntraaaraaaeeeeaaanes 35
3.2.1. Priprava raztopin vzorcev in referencnih standardov.............cocevevveniineniennene 35
3.2.2. Priprava osnovne suspenzije testnega mikroorganizma............cceeeeeveeeeveeesveeennne 36
3.2.3. Priprava PLOSC ...ccuvieiieeiieiie ettt ettt et sttt enne 36
3.2.4. NanaSanje raztopin Na PlOSCO ...ccuviriiiieiiiieeiieecee ettt e eeeee e evee e 37
3.2.5. INKUDACTIA c..oieniiieiiieiie ettt et st eee 37
3.2.6. CHANJE TEZUILALOV ... ..o eee e 37
3.2.7. Obdelava podatkov s programom Combistats............cccceeerieriierienieeneenieeieenee 38
3.3.  MIKROBIOLOSKO DOLOCANJE MIDEKAMICINA .......ccceiiuireeeeiieeeeeeiureeeeeeareeeeessneeaeeanns 39
3.3.1. Priprava raztopin vzorcev in standardov ...........cccceeeierireiieniieniienie e 39
3.3.2. Testni MIKIOOTZANIZEM......cccviiiieiieeiiieeiieeeiieeeeeeeiee e aeeesaeeeeaeeeeeeeensaeeenseeennns 40

3.3.3. Priprava ploS¢ in NANO0S TaZEOPIN......eerueieiieriieeiienieetieeieeeiteeiteeieeseeeeeeesaeesee e 40



R TN T S 01 4 Lo o3 | - SRS 40

3.3.5. CIANJE TEZUILATOV.........eoveeeeeeeeeeeeeeeee e 40
3.3.6. Uporabljena gojiSa iN TaZtOPINE ........eeevuvreerureeeirreeriieeeiieesreeesreeessreesseeessseeennnes 41
3.3.7. Laboratorijska oprema in Pribor.........c.eeouieriieiiieniieiieeie et 41
3.4.  MIKROBIOLOSKO DOLOCANJE FENOKSIMETILPENICILINA .......cocterterinirenieenieneenneennes 42
3.4.1. Priprava raztopin vzorcev in standardov ...........cccceevieriieiieniieniienie e 42
3.4.2. Testni MIKIOOTZANIZEM......cccviiiiiieeiiieeiieeeiteeeeeeeiee et e e seaeeeeaeeesaeeesaeesnseeennnes 43
3.4.3. Priprava ploSC€ in NANO0S TaZEOPIN......eerueierieriieeiieniieeieeeieeeieeeteereesreeeeesaseeseenens 43

R IR S 01 4 Lo o3 | - RSP PRS 43
3.4.5. CItAN]e TEZUIAOV...........cveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e eee e eeee e 43
3.4.6. Uporabljena gojiSCa in TaZtOPINE ........c.eevveerrirerreerreerrieneeenreeseeesseesseenseesseesseennns 44
3.4.7. Laboratorijska oprema in Pribor...........cccuieiieeiiieniieiesie et 44
3.5. MIKROBIOLOSKO DOLOCANJE AMOKSICILINA ....cocutiriieeiieniienieeniieeieesieeeieesieeeneenne 45
3.5.1. Priprava raztopin vzorcev in standardov ...........cocceeeeeriieiieiiienienie e 45
3.5.2. Testni MIKIOOTZANIZEM.......cccuieieiieiieeiieeieeeiie et e eete et e seeeeteeseaeeseesereeseesnseenseeenns 46
3.5.3. Priprava ploS¢€ in NANO0S TaZEOPIN......eerueiriieriieeiieeieeieesee et iee st e 46
3.5.4. INKUDACTIA ...oeeuiiieiiieiieeieee ettt ettt et e b e sebeetaesaseenneeenne 46
3.5.5. CItAN]e TEZUIALOV...........eveeeeceeeeeeeeeeeeeeeeee e 46
3.5.6. Uporabljena gojiS¢a in TaZtOPINE ........c.eevveererresreerreeriienreesreesreesseessseenseesseeseennns 46
3.5.7. Laboratorijska oprema in Pribor...........cecvieiieiiiiiniieiiesie e 47
REZULTATI 48
4.1.  MIKROBIOLOSKO DOLOCANJE MIDEKAMICINA .....cccuttriieniiiaireniieenieeneeenieesieeeneeenineens 48
4.2.  MIKROBIOLOSKO DOLOCANJE FENOKSIMETILPENICILINA ......coviuteiieniiieieeniieenieenieeans 50
4.3.  MIKROBIOLOSKO DOLOCANJE AMOKSICILINA .....certiiiieniieaieeniieenieeseeenieesieeeneeesineens 52
4.3.1. PIVO CITANJC ...eeeiiieiie ettt ettt ettt et e st e et e st eebeesabeenbeesabeeseesaneens 52
4.3.2. DIUZO CIANJE ..vveeeevreirieeiieeiieetieieeeteesteeeteesteessreeseessseesseessseeseessseesseesssesnseessseens 54
RAZPRAVA 57
5.1.  MIKROBIOLOSKO DOLOCANJE MIDEKAMINICINA .....cccueetemuieiiniienreerenieenieeneneeenneennes 57
5.2.  MIKROBIOLOSKO DOLOCANJE FENOKSIMETILPENICILINA .....ccceeriieieenirenieenineenneennne 58
5.3.  MIKROBIOLOSKO DOLOCANJE AMOKSICILINA .....cootirierienieeienirenreereneenieeneseeenseennes 58
5.3.1. PIVO CHANJC ..ottt ettt ettt ettt e et essteesbeesaaeenseesnseenseeenne 58
5.3.2. DIUZO CILANJE ..eeeevvvreeiiieeeiieeeieeesteeeeteeesteeeeieeestaeessseeessseeessseessseeensseesnsseessseeennnes 59
ZAKLJUCEK 60

LITERATURA 62




PREGLED SLIK

Slika 1:
Slika 2:
Slika 3:
Slika 4:
Slika 5:
Slika 6:
Slika 7:
Slika 8:
Slika 9:

Slika 10:
Slika 11:
Slika 12:
Slika 13:
Slika 14:
Slika 15:
Slika 16:
Slika 17:
Slika 18:
Slika 19:
Slika 20:
Slika 21:
Slika 22:
Slika 23:

Struktura bakterijske celice in mesto delovanja nekaterih antibiotikov.
Struktura peptidoglikana, na katerega delujejo antibiotiki te skupine.
Struktura streptomicina.

Struktura kloramfenikola.

Struktura tetraciklina.

Predstavniki kinolonov.

Prikaz postavitve turbidimetri¢ne metode.
Prikaz cone inhibicije v inokuliranem agarju.
Prikaz antibiograma v petrijevki.

Grafi¢ni prikaz pojma kriticni ¢as.

Grafi¢ni prikaz pojma kriti€na koncentracija.
Faze bakterijske rasti.

Shema latinskega kvadrata.

Interval zaupanja.

Grafi s krivuljami, midekamicin — 1. plosca.
Grafi s krivuljami, midekamicin — 2. plosca.
Interval zaupanja.

Grafi s krivuljami, amoksicilin — 1. plosca.
Grafi s krivuljami, amoksicilin — 2. plosca.
Interval zaupanja.

Grafi s krivuljami, amoksicilin — 1. plos¢a.
Grafi s krivuljami, amoksicilin — 2. plosca.

Interval zaupanja.



PREGLEDNICE

Preglednica I:

Preglednica II:

Preglednica III:
Preglednica IV:
Preglednica V:
Preglednica VI:
Preglednica VII:

Preglednica VIII:

Preglednica IX:

Preglednica X:

Preglednica XI:

Preglednica XII:

Preglednica XIII:

Preglednica XIV:
Preglednica XV:
Preglednica XVI:

Preglednica XVII:
Preglednica XVIII:

Preglednica XIX:
Preglednica XX:
Preglednica XXI:

Preglednica XXII:

Preglednica XXIII:

Pregled zaviralcev sinteze celicne stene in zaviralcev
beta-laktamaz

Pregled osnovnih mehanizmov  odpornosti  proti
bakterijam

PEN hranljivo gojisce

Hranljivo gojisce 2

DHS hranljivo gojisce

Fosfatni pufer §t. 1

Fosfatni pufer §t. 3

Redcenje osnovne raztopine vzorca

Redcenje osnovne raztopine referencnega standarda
midekamicina

Postopek predred¢itve osnovne raztopine in redcenje
osnovne raztopine vzorca

Postopek predred¢itve osnovne raztopine in redcenje
osnovne raztopine standarda fenoksimetilpenicila
Postopek predrecenja do osnovne raztopine in redcenje
osnovne raztopine vzorca

Postopek predredc¢itve do osnovne raztopine in redcenje
osnovne raztopine standarda amoksicilina

Prikaz izracunane vsebnosti midekamicina na 1. plosci
Prikaz izraCunane vsebnosti midekamicina na 1. plosci
Velikost inhibicijskih con standarda in vzorca na 2. plosci
Prikaz izracunane vsebnosti midekamicina na 2. plos¢i
Prikaz izracunane vsebnosti midekamicina na obeh ploscah
Velikost inhibicijskih con standarda in vzorca na 1. plosci
Velikost inhibicijskih con standarda in vzorca na 2. plosci
Velikost inhibicijskih con standarda in vzorca na 1. plos¢i
Velikost inhibicijskih con standarda in vzorca na 2.
plosci

Statistien prikaz parametrov, ki kaZejo na variabilnost



Preglednica XXIV:
Preglednica XXV:
Preglednica XXVI:
Preglednica XXVII:

Preglednica XXVIII:

Velikost inhibicijskih con standarda in vzorca na 1. plosci
Prikaz izraCunane vsebnosti amoksicilina na 1. plos¢i
Velikost inhibicijskih con standarda in vzorca na 2. plos¢i
Prikaz izracunane vsebnosti amoksicilina na 2. plosci

Prikaz izraCunane vsebnosti amoksicilina na obeh plos¢ah



OKRAJSAVE

AIDS:

ATCC:
CIP:
CFU:
DNK:
G+:

mRNK:
MRSA:

NCIB:

NCTC:
PBP:
tRNK:
Ph. Eur:
VRSA:

USP:

Acquired immune deficiency syndrome — sindrom pridobljene imunske

pomanjkljivosti

American type culture collection — ameriska zbirka tipskih kultur
Collection institut Pasteur — zbirka inStituta Pasteur

Colony forming units — enota, iz katere se razvije posamezna kolonija
Deoksiribonukleinska kislina

Po Gramu pozitivna bakterija

Po Gramu negativna bakterija

Sporocilna ribonukleinska kislina — messenger RNA
Methicillin-resistant ~ Staphylococcus aureus — na meticilin

Staphylococcus aureus

odporen

National collection of industrial bacteria- nacionalna zbirka industrijskih

bakterij

National collection of type cultures — nacionalna zbirka tipskih kultur
Penicillin binding protein — na penicilin vezujo¢i se protein
Transportna ribonukleinska kislina — transfer RNA

Evropska farmakopeja

Vancomicin-resistant  Staphylococcus aureus — mna vankomicin
Staphylococcus aureus

The United States Pharmacopeia — Ameriska farmakopeja

odporen



POVZETEK

V diplomski nalogi smo ugotavljali vsebnost ucinkovine v antibiotiénem zdravilu.
Uporabili smo metodo difuzije. Kot rezultat smo dobili inhibicijske cone, njihovo velikost
pa ro¢no dolocili v fazi Citanja/branja rezultatov. Ta faza je hkrati tudi tisti del, ki je z
vidika pravilne izvedbe testa tudi najbolj nezanesljiva. Glede na to, da so antibiotiki
razSirjena in Siroko uporabna zdravila, pa potrebujemo metodo, ki bo dajala zanesljive

odgovore na to, ali je zdravilo primerno za uporabo ali ne.

Ci]j diplomske naloge je, da vsebnost u¢inovine v antibioticnem zdravilu dolo¢imo na tak
nacin, da z uporabo metode difuzije dobimo jasne in dobro definirane inhibicijske cone. Le
take so namre¢ primerne za Citanje, tudi v primeru, ko test izvaja oseba z manj izkuSnjami.
Hkrati je bil namen, ob neuspesnih poskusih dolocitve vsebnosti antibioti¢ne uéinkovine,

pokazati vpliv faze ¢itanja na kon¢ni rezultat.

Dolocali smo vsebnost ucinkovin, ki so se nahajale v zdravilih v obliki tablet in praska.
Sama izvedba testa je temeljila na predpisih iz Evropske farmakopeje. Osnovni princip
difuzijske metode je primerjava inhibicijskih con rasti vzorcev in referenc¢nih standardov.
Metoda sloni na interakciji aktivnih komponent antibiotika in inokuliranega
mikroorganizma v agarju. Interakcija mora biti taka, da so inhibicijske cone rasti primerne
za Citanje. Na to vplivajo Stevilni faktorji v razli¢nih stopnjah izvedbe, ki jih moramo
upostevati za ¢im bolj kredibilno izvedbo. Ti faktorji so gostota inokuluma, primerna
temperatura in Cas inkubacije, primerno gojis¢e in koncentracija antibiotika. Dobro
definirane inhibicijske cone dosezemo z natan¢nim delom v vseh fazah izvedbe, predvsem
v fazi priprave raztopin standarda in vzorca, priprava testnega mikroorganizma ter
natan¢nim nanosom vseh raztopin na plosce z gojis¢em.

Statisti¢no smo podatke obdelali s programom Combistats.

Opravili smo meritve v antibioticnih zdravilih z ufinkovinami midekamicin,
fenoksimetilpenicilin in amoksicilin. Pri merjenju vsebnosti midekamicina v antibioticnem
zdravilu smo na plos¢ah dobili jasno definirane inhibicijske cone. Rezultati, obdelani s
programom Combistats, so bili ustrezni. Pri dolocanju fenoksimetilpenicilina so bile
dobljene inhibicijske cone nejasne in nepravilnih oblik ter relativno majhne. Statisti¢no

obdelani podatki so bili neveljavni. Pri dolo¢anju amoksicilina smo fazo ¢itanja izvedli



dvakrat . Do bistvenega odstopanja je prislo med odcitki rezultatov neizkusene osebe (prvo
¢itanje) in osebe, ki dnevno opravlja tovrstna merjenja (drugo Citanje). Rezultati so se

razlikovali v taki meri, da je bil prvi poskus neveljaven, drugi pa veljaven.

Pri izvajanju testa za doloCanje obcutljivosti mikroorganizmov smo ugotovili, da je faza
odcitavanja rezultatov tista, pri kateri se lahko zgodi najvec¢ napak. Ugotovili smo, da so
inhibicijske cone, ki so pravilne okrogle oblike veliko lazje berljive, kot tiste, ki so slabo
definirane. Take lahko kvalitetno prebere le izkuSena oseba. Ko na plos¢ah doseZzemo
berljive inhibicijske cone lahko kot take uporabimo za merjenje z avtomatiziranimi Citalci,
ki natancno izmerijo premer inhibicijskih con. S tem se izognemo rocnemu merjenju, ki je

najbolj nezanesljiva faza testa.



1. UVOD

Odkritje antibiotikov predstavlja enega vecjih mejnikov v zgodovini medicine. Pionir na
tem podroc¢ju, Alexander Fleming, je po spletu nakljucij uspel vzgojiti glivo Penicillium, ki
je izlocala snov penicilin, ta pa je povzrocil inhibicijo rasti kulture stafilokokov na agarski
plos¢i. Napredek je Sel nato v smeri pridobivanja sintezno pripravljenih snovi -
kemoterapevtikov, ki so polsintezne protimikrobne u¢inkovine.

Uporaba protimikrobnih u¢inkovin je bistveno zmanjSala Stevilo smrti zaradi infekcijskih
bolezni, vendar pa pretirana raba teh snovi vodi v razvoj nezelene rezistence bakterijskih
sevov na bakterijske povzrocitelje. Antibiotiki (sem priStevamo vse protimikrobne
ucinkovine, ki so naravni produkti mikroorganizmov ali naravnim produktom enake
sinteticno ali polsinteticno pridobljene spojine) vplivajo le na rast bakterij, ne pa tudi
virusov, gliv in parazitov. V nadaljevanju sledi pregled posameznih skupin antibiotikov,

njihov nacin delovanja in uporabnost v medicini.

1.1. Mesto in nacin delovanja

Antibiotiki delujejo na dva nacina. Za baktericidno delovanje je znacilno, da poSkodujejo
mikroorganizem do te mere, da ta odmre. Bakteriostaticno delujejo, ko preprecujejo oz.
zavirajo razmnozevanje mikroorganizma, pri znizanju koncentracije antibiotika pa se

razmnozevanje nadaljuje.

Antibiotiki delujejo tako, da:

o prizadenejo sintezo celi¢ne stene,

o vplivajo na sintezo znotrajceli¢nih proteinov,

. vplivajo na sintezo nukleinskih kislin,

. motijo delovanje citoplazemske membrane. (1, 2)



sititeza jedinih kislin
kitioloti

sulfonatmidi
tritmetroprim
rifatnpicity
metronidazol

sitteza celifne stene

pemniciling ,/’-’ e ,-—""'l,ﬁ______..- —
cefalozpotitd
glikopeptici minatya membrana
bacitracin (le pri Gram ne gativnih
hakterijat)
kapsula

citoplazemska metrana !
polimiksin tibosom

amfotericin podenota 30 3
nistatin aminoglikozidi
itmidazol tetracikding
podenota 50 3
Kloramfenikol
makrolidi
furidinska kislina

Slika 1: Struktura bakterijske celice in mesto delovanja nekaterih antibiotikov. (3)

Pri antibiotikih si Zelimo predvsem lastnosti, ki so znacilne za "idealne" antibiotike. To pa

SO:
o selektivnost (delujejo le na mikroorganizem ter ¢im manj na makroorganizem),
. Sirok spekter delovanja (delujejo na ¢im ve¢ patogenih mikroorganizmov),

o dolga razpolovna doba v plazmi,

o dobro prodiranje v medceli¢nino, celice in likvor,

o Sibka vezava na beljakovine v plazmi in medceli¢nini,

o peroralno jemanje,

. odsotnost stranskih ucinkov pri zdravljenju. (2)

1.2. Zaviralci sinteze celi¢ne stene

Zaviralci sinteze celi¢ne stene vplivajo na vezavo N-acetil muraminske kisline in N-acetil
glukozamina v peptidoglikansko verigo. Pomembno vlogo pri tem imajo encimi,

karboksipeptidaze in transpeptidaze, ki se vezejo s penicilinom (penicillin binding



proteins- PBP). Ce se zaviralci sinteze celi¢ne stene vezejo s PBP, pride do nakopiéenja
molekul, ki so potrebne za sintezo celi¢ne stene. Bakterija odreagira z avtolizo, celica se
razgradi. Med najpomembnejSe zaviralce celiCne stene sodijo beta-laktami (penicilini,
cefalosporini, karbapenemi, monobaktami), v skupino pa sodijo Se glikopeptidi
(vankomicin, teikoplanin) ter bacitracin. Vcasih kot dodatek k beta-laktamskim
antibiotikom uporabimo zaviralce beta-laktamaz, ki zavirajo ucinek encima beta-

laktamaze. UvrS¢amo jih v posebno skupino. (1, 2)

—@RNAD— Mur ) —EIRNAD — Mur > —GIENAD — Mur — GIeNAD
TG transpeptidaza -3
—NH-CO—g —NH-CD—g

o~ R~ o >~ GERD W~
CI'EE_:} M-acetil muraminska kislina

M-acetil glukozamin 2 aminokislina

Slika 2: Struktura peptidoglikana, na katerega delujejo antibiotiki iz skupine zaviralcev

sinteze celi¢ne stene. (3)

1.2.1. Beta-laktami

Zanje je znacCilen beta-laktamski obro¢. Delujejo baktericidno, tako da zavirajo sintezo
peptidoglikana. Vstopijo skozi bakterijsko steno ter se vezejo na proteine PBP na
citoplazemski membrani. Na ta nacin preprecijo rast bakterijske stene in posledicno
odmrtje bakterije. Encimi beta-laktamaze, ki jih imajo bakterije, lahko preprecijo ucinek
beta-laktamskih antibiotikov. G- bakterije encime izdelujejo in jih imajo v svoji steni, ter
antibiotik pri vstopu v celico uni¢ijo, za razliko od G+ bakterij, ki encime izlo¢ajo v
okolico in tako antibiotik unicijo zunaj bakterije. Beta-laktami dobro prodirajo v tkiva in
likvor. Izlo¢ajo se s seCem.

Delujejo na po G+ mikrobe, sinteticno spremenjeni pa tudi na G-. So malo toksi¢ni, vendar
pa lahko povzrocijo nastanek preobcutljivosti. Med beta-laktami se lahko pojavi

navzkrizna preobcutljivost. (1, 2).



Penicilini

Prvotno ozko delujoce peniciline so s pripravo polsinteti¢nih in sinteti¢nih izpeljank razvili

v Sirokodelujoce derivate z ugodnimi farmakokineti¢nimi in antibakterijskimi lastnostmi.

Loc¢imo:

. standardne peniciline,

(benzilpenicilin oz. penicilin G, fenoksimetilpenicilin- penicilin V)
o antistafilokokne peniciline,

(meticilin, nafcilin)

o Sirokospektralne peniciline,

(aminopenicilini, karboksipenicilini, ureidopenicilini). (1)

Cefalosporini

So polsinteti¢ni antibiotiki. Jedro cefalosporina je 7-aminocefalosporinska kislina. Na beta-
laktamski obro¢ se veze SestClenski obroc, ki vsebuje Zveplo. Podobni so penicilinom, z

njimi si tako delijo prednosti in slabosti. Lo¢imo jih v 4 skupine ali generacije. (1)

Karbapenemi

So polsinteti¢ni beta-laktamski antibiotiki. Ker se ne reabsorbirajo jih dajemo parenteralno.

.....

Predstavnika sta imipenem in meropenem. (2)
Monobaktami
Sintetizirajo jih bakterije. Slabo se reabsorbirajo iz prebavil, zato jih dajemo parenteralno.

Dobro prehajajo v tkiva, telesne teko€ine in likvor. Delujejo na G- anaerobne bakterije ter

na bakterije, na katere delujejo tudi aminoglikozidi. (2)



Zaviralci beta-laktamaz

So posebna vrsta zdravil, ki se dajejo v kombinaciji z beta-laktamskimi antibiotiki. Sami
po sebi nimajo protimikrobnega ucinka, u¢inkujejo pa na encim beta-laktamazo, ki se
pojavi kot rezultat odpornosti bakterije na beta-laktamske antibiotike. Delujejo tako, da se
vezejo z beta-laktamazami in preprec¢ijo njihovo aktivnost. V kombinaciji z
aminopenicilini so u€inkoviti proti mnogim bakterijskim sevom Haemofilus influenzae in

stafilokokom. (2)

1.2.2.  Bacitracin
Deluje tako, da preprecuje obnovo lipidnega prenasalca sestavin celi¢ne stene. Preprecuje
njegovo defosforilacijo, s tem pa ga naredi nezmoznega za prenasSanje naslednjih molekul

N-acetilglukozamina. Zaradi njegove toksi¢nosti ga uporabljamo za lokalno zdravljenje.

(1,2)

1.2.3. Glikopeptidi

Te heterocikli¢ne molekule s kompleksno strukturo delujejo tako, da se vezejo z acil-D-
alanil-D-alaninom v peptidoglikanu in preprecijo dodajanje N-acetilglukozaminskih in N-
acetilmuraminskih molekul, ki so potrebne za nadaljnjo rast celi¢ne stene. Pomemben
glikopeptid je vankomicin, ki ga uporabljamo pri okuzbah, ki jih povzrocajo proti
meticilinu odporni stafilokoki in proti bakterijam, ki so odporne na druge beta-laktamske
antibiotike. Uporablja se tudi teikoplanin, ki je v spektru delovanja sicer podoben
vakomicinu, vendar so lahko nekateri sevi enterokokov nanj obcutljivi, medtem ko so
odporni na vankomicin. Oba glikopeptidna antibiotika sta potencialno oto- in

nefrotoksicna. (1, 2)



Preglednica I: Pregled zaviralcev sinteze celi¢ne stene in zaviralcev beta-laktamaz
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1.3. Zaviralci proteinske sinteze

1.3.1. Aminoglikozidi
Delujejo tako, da preprecujejo vezavo formilmetionil-tRNK na ribosomsko podenoto 30 S.

Kompleks med mRNK, formil metioninom in tRNK se zato ne tvori, kar ima za posledico,
da se sporocilo na mRNK ne prebere pravilno. V peptid se vgradi napa¢na aminokislina.

Postane neaktiven.

Streptomicin je najbolj znan aminoglikozid. Ker ima veliko stranskih uc¢inkov se uporablja
izkljuéno za zdravljenje tuberkuloze, deluje pa tudi na Stevilne G+ in G- bakterije. V to

skupino sodijo Se neomicin, ki se uporablja za predoperativno dekontaminacijo ¢revesja,

kanamicin in gentamicin. (1)
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Slika 3: Struktura streptomicina.

1.3.2. Kloramfenikol

Veze se na ribosomsko podenoto 50 S in deluje tako, da zavre delovanje peptidil
transferaze, ter s tem prepre€i povezovanje aminokislin med seboj. Je bakteriostaticen.
Dajemo ga peroralno in v veno. Dobro prodira v tkiva, celice in likvor. V jetrih se veze z
glukuronsko kislino. Izlo¢a se z urinom v neaktivni obliki. Z njim zdravimo okuzbe, ki jih
povzrocajo G- bakterije, klamidije in rikecije, u¢inkovit pa je tudi pri zatiranju bakterije S.
Typhi. Sicer pa je kloramfenikol toksi¢en za kostni mozeg. Pri dolgotrajnem zdravljenju z

velikimi odmerki zdravila lahko povzro¢i aplazijo kostnega mozga. (2)

OH OH

Cl

Os + HN
> Cl

Slika 4: Struktura kloramfenikola.

1.3.3. Tetraciklini

Zgrajeni so iz 4 SestClenskih obrocev. Njihovo delovanje je bakteriostati¢no. Preprecijo
vezavo aminoacetil tRNK na akceptorsko mesto na ribosomski podenoti 30 S in
beljakovinsko sintezo. So potencialno toksi¢ni, saj se vezejo s Cloveskimi ribosomi v
mitohondrijih. V mikrobne celice prodirajo veliko bolje kot v ¢loveske, pri zdravljenju so
zato zelo ucinkoviti. Z njimi zdravimo okuZzbe, ki jih povzrocajo klamidije, rikecije in
mikoplazme. Pri nesmotrni uporabi se lahko, ravno tako kot pri vseh protimikrobnih

u¢inkovinah, razvije odpornost, zato je njihova uporaba omejena.



Tetraciklini se vgrajujejo v rastoce kosti in zobe in povzroc¢ijo rumenkasto obarvanje teh

tkiv. Rasto¢im otrokom in nose¢nicam jih zato ne dajemo. (1, 2)

Slika 5: Struktura tetraciklina.

1.3.4. Makrolidi

Kemicno so sestavljeni iz makrociklicnega laktonskega obroca. Obroc¢ obicajno vsebuje 14
do 16 clenov. V nizkih koncentracijah so bakteriostaticni, v vecjih pa baktericidni.
Eritromicin, kot najbolj znan makrolid, se veZe na ribosomsko podenoto 50 S in preprecuje
translacijo. V telo ga vnesemo peroralno ali intravenozno. Po telesu se dobro razporeja in
prodira v telesne celice, kjer ubija znotrajceli¢ne mikrobe. Deluje na G+ koke, uporablja pa
se kot izbirno zdravilo pri stafilokoknih okuzbah, ¢e je bolnik alergiCen na penicilin.
Uspesen je tudi pri boju proti okuzbam, ki jim povzrocajo bakteriji L. pneumophila in C.
Jjejuni, mikoplazme, klamidije in rikecije.

Azitromicin je novej$i makrolidni antibiotik. Zelo dobro prodira v tkiva, pa tudi v
nevtrofilce in makrofage, zato z njim zdravimo okuzbe, kjer so povzrocitelji zajeti v

fagocitne celice. (2)

1.3.5. Linkozamidi

Po delovanju so podobni makrolidom. Pomemben antibiotik v tej skupini je klindamicin, ki
je klorirani derivat linkomicina in ucinkovitejSi od njega. Dajemo ga per os ali
intravenozno. V jetrih se metabolizira v razpadne produkte, ki imajo antibioti¢ne lastnosti.
Zdravilo prodira v makrofage in polimorfonuklearne levkocite. Z njim zdravimo okuzbe s

po G+ bakterijami in anaerobi. (2)



1.3.6. Fucidinska kislina

Deluje tako, da se veze z elongacijskim faktorjem, gvanozindifosfatom in ribosomi. Na ta
nacin prepreci beljakovinsko sintezo. Z njo zdravimo okuzbe, ki jih povzrocajo stafilokoki,
ki so odporni proti beta-laktamskim antibiotikom. Zaradi moznosti nastanka odpornosti jo
dajemo v kombinaciji z drugimi u¢inkovitimi antibiotiki (eritromicinom, rifampicinom).

(2)
1.4. Zaviralci sinteze nukleinskih kislin

V to skupino priStevamo vse protimikrobne ucinkovine, ki so pridobljene s pomocjo

kemiéne sinteze.

1.4.1. Sulfonamidi

Zaradi strukturne podobnosti s para-amino benzojsko kislino sulfonamidi z njo tekmujejo
kot substrat za encim dihidropteroat sintetazo. Le-ta je pomembna za sintezo dihidrofolne
kisline, ta pa za sintezo tetrahidrofolne kisline, purinov in pirimidinov, ki so osnovni
gradniki nukleinskih kislin. Prokariontske celice sintetizirajo tetrahidrofolno kislino same
in se s tem, ko vgradijo neucinkovit ekvivalent para amino benzojeve kisline zastrupijo. Za
evkariontske celice sulfonamidi niso strupeni, ker te ne morejo tvorit lastne folne kisline in
so vezane na zunanje vire ze pripravljene folne kisline. (1)

Danes se sulfonamidi, predvsem v kombinaciji s trimetoprimom, uporabljajo za zdravljenje
oportunisti¢nih infekcij pri bolnikih z AIDS-om, pri zdravljenju infekcij urinarnega trakta

ter opeklin. Kombinirano zdravilo je sestavljeno iz sulfametoksazola in trimetoprima. (5)

1.4.2. Kinoloni

Gre za sintezne produkte, ki delujejo proti Sirokemu spektru bakterij. Izvirajo iz
nalidiksinske kisline. Uvr§¢amo jih v razli¢ne generacije glede na njihov spekter delovanja.
Zdravila iz prve generacije imajo veliko ozji spekter bakterij na katere delujejo, kot
poznejSe generacije. V prvo generacijo uvrSamo nalidiksinsko kislino, ki je bila uvrSena na
seznam toksi¢nih snovi. Zdravila prve generacije se danes ve¢ ne uporabljajo. Zdravila
druge generacije so ciprofloksacin, enoksacin, fleroksacin, itd. V tretji generaciji sta
levofloksacin, moksifloksacin, ki se danes pogosto uporabljata. V cetrto generacijo

uvrs¢amo klinefloksacin, gemifloksacin, sitafloksacin, itd.
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Dobre lastnosti kinolonov se kaZzejo v dobri peroralni absorbciji. Novejsi predstavniki
kinolonov udinkujejo sistemsko. Kljuna sestavina za antibakterijsko delovanje je 1,4-
dihidro-4-okso-3-piridinkarboksilna kislina. Piridinski sistem mora biti povezan z
aromatskim obrocem. Lastnost nekaterih kinolonov je visoka obcutljivost na svetlobo, pod

vplivom katere postanejo toksi¢ni (npr. lomefloksacin). Kinoloni delujejo tako, da zavirajo

(6] O
FWOH
—
N N NK

DNA sintezo s tem, ko zavirajo delovanje DNA giraze. (1,5)

O
SR
\) C2H5

HN

~

HN

Nalidiksinska kislina Norfloksacin Enofloksacin

Slika 6: Predstavniki kinolonov.

1.5. Substance, ki motijo delovanje citoplazemske membrane - polimiksini

Delujejo podobno kot kationski detergenti in razgrajujejo membranski fosfolipidni dvosloj.
Kemicno so cikli¢ni polipeptidi, ki delujejo baktericidno. Z njimi zdravimo okuzbe, ki jih
povzrocajo G- bakterije. Kolistin je antibiotik, ki se uporablja za peroralno razkuzevanje

¢revesja pred operacijo. (2)

1.6. Protimikrobne ucinkovine za zdravljenje tuberkuloze

Za zdravljenje tuberkuloze se uporablja kombinacija ve¢ antibiotikov. S tem se zmanjsSa
pojav rezistentnosti bakterije Mycobacterium tuberclosis na posamezen antibiotik. Sprva
so uporabljali kombinacijo izoniazida in etambutola, z ali brez streptomicina, kasneje pa so
zaceli uporabljati rifampin, ki je nadomestil streptomicin. S tem se je Cas zdravljenja
bolezni iz dveh let zmanj$al na 6 - 8 mesecev. V prvi red zdravil uvr§¢amo izoniazid,
rifampin, pirazinamid in etambutol. V drugi red uvrs¢amo cikloserin, kanamicin,

kapreomicin in para-aminosalicilno kislino. (2, 5)
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1.7. Pojav rezistentnosti

Narasc¢ajo¢ problem v medicini predstavlja narasCanje Stevila bakterij odpornih na
antibiotike. Rezistenca (odpornost na antibiotike) je stanje, ko bakterija razvije
mehanizme, ki preprecijo delovanje enega ali ve¢ antibiotikov. Slikovit primer odpornosti
na ve¢ antibiotikov predstavlja bakterija Mycobacerium tuberculosis. Brez razvijanja novih
antibiotikov bi bilo odstranitev okuzenih predelov plju¢ edino mozno zdravljenje.
Mehanizmi, preko katerih bakterija razvije odpornost, so posledica mutacije ali pa
pridobitve genov za odpornost od drugih organizmov. Pridobljena odpornost je rezultat
spremenjene fiziologije in strukture in nastane zaradi sprememb mikroorganizma. Znacilna
je le za posamezne seve doloCene bakterijske vrste ali rodu in je nepredvidljiva. V klini¢ni

mikrobiologiji je zato potrebno testirati obcutljivost bakterij za izbrane antibiotike.(12)

Preglednica II: Pregled osnovnih mehanizmov odpornosti proti bakterijam (16)

OSNOVNI MEHANIZEM PRIMER
o Sprememba tarnega mesta oz. | Sprememba  beljakovin, ki veZejo
prijemalisca antibiotika. penicilin.

o Encimska razgradnja antibiotika. Razgradnja beta-laktamskih antibiotikov z
beta-laktamazami.
o Neprepustnost  ali ~ zmanjSana | Pri po G-, sprememba purinov v celi¢ni
prepustnost celicne membrane na | steni.
antibiotik.
° Sprememba presnovne poti, na | PrepreCena sinteza timina v bakterijski
katero deluje antibiotik. celici povzroci odpornost proti
sulfonamidom in trimetoprimu.
o Aktivno izérpavanje antibiotika iz | Odpornost G- in G+ bakterij proti
bakterijske celice z neke vrste | tetraciklinom.

aktivnim transportom.
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Vzroki za nastanek in naras¢anje odpornosti bakterij so mnogi in kompleksni:

o Naras$c¢anje stevila imunsko oslabljenih bolnikov.

. Narascanje Stevila starostnikov.

o Prevelika uporaba Siroko spektralnih antibiotikov.

. Naras¢anje pogostosti potovanj po celem svetu.

J Neurejena prodaja antibiotikov.

o Uporaba antibiotikov slabse kvalitete.

o Zdravljenje z antibiotiki na lastno pest.

. Neupostevanje doze in ¢asa jemanja antibiotikov.

o Nepravilna uporaba antibiotikov (za zdravljenje virusnih bolezni).
o Slabo poznavanje delovanja antibiotikov.

o Pomanjkljivo spremljanje gibanja odpornosti med bakterijami.

o Velika uporaba antibiotikov pri zZivalih v profilakticne namene in uporaba

antibiotikov v subterapevtskih dozah za pospesevanje rasti. (16)

Nizki odmerki in dolgotrajna izpostavljenost imajo dokazano ve¢ji selektivni potencial kot
pravilni terapevtski odmerki, ki se dajejo krajsi Cas.

Bakterije in njihovi geni, vklju¢no z geni za odpornost, krozijo med ljudmi, Zivalmi in
drugimi ekosistemi. Cim vedja je prevalenca odpornih bakterij, tem vedja je verjetnost, da

bo terapija infekcij z odpornimi bakterijami pri ¢loveku neucinkovita. (16)

1.7.1. Odporni enterokoki

Enterokoki so normalni prebivalci prebavnega trakta ljudi in zivali, lahko pa povzroc€ajo
bolni$ni¢ne infekcije pri Cloveku. Obstajajo dokazi, da lahko enterokoki prenesejo
pridobljeno odpornost proti antibiotikom preko hrane na ¢loveka in na humane patogene.

Skrb predvsem zbujajo enterokoki, ki so odporni proti vankomicinu. (16)

1.7.2. Odporne bakterije rodu Salmonella spp.
Bakterije roda Salmonella spp. sodijo med najpogostejSe povzrocitelje bakterijskega
gastroenteritisa pri ¢loveku, ki se empiri¢no zdravijo s fluorokinoloni. Redkeje prihaja do

tezkih sistemskih infekcij z bakterijo roda Salmonella spp., ki se zdravijo s cefalosporini 3.
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generacije. Pojavu rezistence je botrovala uporaba nekaterih antibiotikov pri ¢loveku in
njihovih veterinarskih analogov pri govedu. To je povzrocilo navzkrizno odpornost proti
antibiotikom, ki se uporabljajo v humani medicini. Rezisten¢ni geni, ki so kodirali

odpornost proti Siroki paleti antibiotikov, so se prenasali preko plazmidov in transpozonov.

(16)

1.7.3. Odporne bakterije vrste Staphylococcus aureus

MRSA - methicillin-resistant S. aureus je problemati¢en patogen v bolniSnicnem okolju.
Genomsko sekvenciniranje MRSA je potrdilo antibioti¢no rezistenco na mestu od 21 do 67
kb. Odpornost povzroci spremenjen receptor za penicilin (penicillin-binding protein, PBP),
ki ima zmanjS$ano afiniteto za vse beta-laktamske antibiotike. Kodira ga kromosomski gen
mecA. Da ugotovimo MRSA okuzbo, se posluzujemo fenotipske znacilnosti, da je odporen
na meticilin z minimalno inhibitorno koncentracijo ali na oksacilin. Vendar pa vecina
sevov MRSA kaze heterogeno ekspresijo gena mecA, zato te odpornosti ni enostavno
ugotoviti. Obicajno se uporablja metoda PCR. (15) Bakterije vrste Staphylococcus aureus
pogosto naseljujejo ¢loveka in ob tem ne povzrocajo tezav, saj so lahko del normalne
bakterijske flore. Naseljujejo nosno zrelno sluznico ter vlazne in porascene dele koze
(pazduha, dimlje in perianalni del). V posebnih okolis¢inah (oslabljen imunski sistem)
lahko povzroc€ijo okuzbe, kot so sepsa, endokarditis in pljucnica. (13)

Se bolj nevarna je rezistenca bakterije S. aureus na vancomicin - VRSA, ki je Ze globalno
razSirjena. Pri dajanju penicilina se je nanj razvila odpornost, saj so stafilokoki izdelovali
penicilaze. Antimikrobno zdravljenje je postalo tezavnejSe zaradi multiplih mehanizmov za
odpornost. Prav tako se je razvila odpornost na penicilinske derivate (meticilin), ki so
delovali na beta-laktamaze. Kot posledica spremenjenih topoizomeraz so na bakterije
postali odporni Se fluorokinoloni. Vankomonicin je tako postal glavna antimikrobna
terapija za rezistentne seve. Novi izsledki in raziskave izolatov bolnika kaZzejo na
prisotnost gena mecA, za meticilinsko odpornost, in gena vanA za vankomicinsko
odpornost. Prisotnost vanA gena je bila potrjena s PCR preiskavo, in je bila locirana na 60
- kb plazmidu. DNA sekvenca gena vanA je bila identi¢na kot pri vankomicin-rezistentni
bakteriji vrste FEnterococcus faecalis. Najverjetneje je prislo do in vivo prenosa
vankomicinske razistence iz bakterije vrste E. faecalis na bakterijo vrste S. aureus. Se
enkrat torej je bakteriji vrste S. aureus uspelo, da je postala odporna, kljub razvijanju novih

antistafilokoknih zdravil. (14)
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1.8.  Principi in postopki dolocitve protimikrobnih u¢inkovin

Vsebnost protimikrobnih u¢inkovin je potrebno dolo€iti, da poznamo jakost antibioti¢nega
zdravila ter njegovo uporabnost. V postopkih dolocitve uporabljamo referenc¢ne standarde,
katerih koncentracija je natancno doloCena. Pri pripravi so upoStevani mednarodni
referen¢ni standardi oz. postopki za njihovo pripravo. Sam test mora biti zasnovan na
nacin, da omogoca pregled veljavnosti postopka z matematicnim modelom. Na
logaritemski skali morajo biti vzorci in standardi v linearni in paralelni liniji. Interval, na
katerem z doloCeno verjetnostjo lezi nek parameter, je interval zaupanja. Obicajno se
nahaja v obmo¢ju med 95% in 105% vseh vrednosti. Kriticna meja, pri kateri Se
dopusc¢amo napake, ki so se zgodile pri delu in merjenju je stopnja tveganja. Navadno

znasa 5%. (7)

Za mikrobiolosko dolocitev aktivnosti antibiotika po Ph.Eur. uporabljamo dve metodi, in

sicer turbidimetri¢no ter metodo difuzije. (23)

1.8.1. Turbidimetri¢na metoda

Princip turbidimetrije:

Gre za interakcijo homogene svetlobe, ki tr¢i ob suspenzijo delcev. Del svetlobe se odbije,
nekaj se je absorbira, nekaj pa se razpr$i in sipa. Nacin sipanja je odvisen od valovne
dolzine svetlobe in od velikosti delcev. Pri turbidimetriji merimo jakost prepuscene
svetlobe zaradi sipanja svetlobe. To merimo pod kotom 0° - detektor je v ravnini s testno

cevko. Kot aparat se lahko uporablja spektrofotometer.

T=1/1
%T=Tx100

I...intenziteta prepuscene svetlobe

Ip...intenziteta vpadle svetlobe
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Slika 7: Prikaz postavitve turbidimetri¢ne metode. (26)

Turbidimetricna metoda sloni na dolocevanju inhibicije mikrobne rasti, ki jo zaznamo z
merjenjem transmitance. Meri se motnost suspenzije, teko¢ega medija, v katerem se nahaja
dolocena koli¢ina mikroorganizma ter testna substanca. Testna substanca povzroci

spremembo transmitance, to pa primerjamo z referencnim materialom znane koncentracije.

(6)

Prakticni del:

Teko¢i medij s hranili inokuliramo z izbranim mikroorganizmom (obcutljivim na
antibiotik). Koli¢ina suspenzije mora zagotavljati merljive rezultate (po 4 urni inkubaciji).
Inokuliran medij uporabimo takoj po pripravi. Pripravimo raztopine referencne substance
in raztopine antibiotika znanih koncentracij in enakovrednih aktivnosti. Da zagotovimo
veljavnost testa uporabimo najmanj tri razli¢ne koncentracije teh raztopin. Priporo€ljivo je,
da koncentracije raztopin narascajo geometri¢no. V testne cevke vnesemo enake volumne
vsake od raztopin in enak volumen inokuliranega gojiSca. Socasno pripravimo dve
kontrolni cevki brez antibiotika. Obe vsebujeta inokulirano gojisce. Pri prvi takoj dodamo
Se 0,5 ml formaldehida R. Ti cevki sluzita za vzpostavitev primernih pogojev merjenja
opti¢nih merilcev rasti. Cevke damo v vodno kopel - ogrejemo na temperaturo inkubacije,
ki jo vzdrzujemo 3 - 4 ure. Po inkubaciji ustavimo rast mikroorganizmov, tako da dodamo
0,5 ml formaldehida R v vsako cevko. [zmerimo motnost na treh signifikantnih to¢kah ob
uporabi primernega opticnega merilca. Kot alternativo lahko uporabimo metodo, ki
dovoljuje merjenje motnosti v testni cevki po enakem inkubacijskem casu. Izra¢unamo

jakost antibiotika z uporabo primernih statisti¢nih metod. (7, 23)
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Pri turbimetri¢ni metodi moramo paziti predvsem na:

o Pojav interferenc

Motede snovi — interference absorbirajo svetlobo ter motijo analizo. Ce vzorec razredéimo
se zniza absorbcija interferenc, hkrati pa se poveca obcutljivost metode.

° Motnost, obarvanost vzorca

Moti postopek dolocitve - z uporabo inokulirane raztopine slepe pri vsaki koncentracijski
stopnji dosezemo, da to ne vpliva na analizo.

o Izbor prave valovne dolzine

Zazeljena je ¢imkrajSa valovna dolzina. S tem se poveca intenziteta sipane svetlobe in mo¢
signala.

. Razrast bakterij

Bakterije se morajo razrasti po celi testni cevki, da bodo rezultati zadovoljivi. Ta razrast je
odvisen od karakteristik testne bakterije, sestave medija, temperature in ¢asa inkubacije.

o Bakterije med rastjo tvorijo skupke

Nekateri mikroorganizmi med rastjo tvorijo skupke. Suspenzijo je v tem primeru tezje
pripraviti, saj morajo biti mikroorganizmi za turbidimetricno analizo enakomerno

raztopljeni.

Turbidimetricna metoda se uporablja za dolo¢evanje antibiotikov, vitaminov, amino kislin
ter ostalih substanc. Dobra stran metode je, da z njo lahko dolocamo vecje Stevilo vzorcev
(v primerjavi z difuzijsko metodo) z znano u¢inkovino ter natanéno poznano koncentracijo.
Vzorci ne smejo biti kontaminirani s substancami, ki bi motile analizo. Metoda je tudi bolj
obcutljiva za merjenje nizkih koncentracij. Izvedba je enostavna in hitra - za analizo

potrebujemo 1 dan (pri metodi difuzije potrebujemo 2 dni). (27)
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1.8.2. Metoda difuzije v agarju

Prav tako kot turbidimetri¢na metoda, tudi metoda difuzije sloni na principu primerjave
rezultatov testne substance z referen¢nim standardom. Metoda difuzije v agarju je obi¢ajno
metoda izbora, ko preiskujemo vsebnost antibiotikov. Prednost metode je v njeni relativno
preprosti izvedbi in nizkih stroskih . Je metoda izbora za mikrobiolosko dolocanje

vsebnosti antibiotikov, predvsem zaradi njene natancnosti. (8)

rezenyodar

rezenrodrfagar
- meja
. zona inhibicije

meja cone

-.P- ‘r._..|

— podrodie rasti

rob plo&ce =

y ... Sirina cone
r... polmer cone

d...premer cone

Slika 8: Prikaz cone inhibicije v inokuliranem agarju. (20)

INHIBICIISKA CONA
TABLETKA Z ANTIBIOTIKOM
BAKTERISKA KUITURA

PETRIJEVKA

GOJISCE
OBMOCJE DIFUZIJE

Slika 9: Prikaz antibiograma v petrijevki.
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Slika prikazuje antibiogram. Je preprost in hiter test, s katerim ugotavljamo obcutljivost
bakterij na antibiotike. Nacin difuzije je drugaen kot pri dolocanju koncentracije

antibiotika v raztopini.

Principi testa difuzije temeljijo na fizikalno-kemic¢nih dejavnikih, ki vplivajo na dinamiko
difuzije antibiotika vzporedno z rastjo antibiotika. Cooper in Woodman, ki sta opazovala

pojav difuzije, sta razvila formulo s slede¢imi spremenljivkami:

X = cona inhibicije

D = koeficient difuzije (koli¢ina snovi, ki difundira skozi enoto volumna v smeri
koncentracijskega gradienta na enoto Casa)

T =kriti¢en Cas (Cas rasti mikroorganizma, v katerem ta doseze kriti¢no populacijo)

M, = koncentracija antibiotika v jamici

M = kriti¢na koncentracija antibiotika (koncentracija antibiotika na meji cone po Casu T)
X’ =4DT 2.3(log M,/M)

Kriti¢en Cas je lahko povezan s karakteristikami rasti testnega organizma ter inokuluma:
L =lag faza

n = faza generacije

N = kriti¢na populacija

N, = gostota inokuluma

T=L+nlogN/N,

girina cone v mma2

fas predinkubacije, ure
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Slika 10: Shema razmerja med predinkubacijo in Sirino inhibicijskih con iz kvantitativnega
vidika. Inhibicijske cone so rezultat interakcije med razlicnimi koncentracijami
streptomicina v agarju in stafilokokom. Crte se na abcisi sekajo v isti tocki (5.36), ki

predstavlja kriticni ¢as. (20)

a0,

kvadrat premera cone
g

0.5 10 ) 5 20 25 HiJ f!‘_‘. d-_-L'l
logaritern koncentracije streptomicina
Slika 11: Odnos med kvadratom premera inhibicijske cone in koncentracijo antibiotika.
Inhibicijske cone so rezultat interakcije med razlicnimi koncentracijami streptomicina v

agarju in stafilokokom. (20)

Vse spremenljivke direktno vplivajo na velikost inhibicijskih con. Ce Zelimo dose¢i

veljavne rezultate, je potrebno standardizirati ¢im ve¢ spremenljivk.

Princip nastanka inhibicijskih con: antibiotik difundira v agar, ki smo ga inokulirali z
dolo¢enim mikroorganizmom. Zaradi rasti mikroorganizma in difuzije antibiotika prideta ti
dve komponetni v stik, kar povzro¢i nastanek inhibicijskih con. Mikroorganizem ima
najprej fazo pocasne rasti (e je v obliki spor, je pred tem Se faza germinacije), nato pa se
razmnoZi do te mere, da celice na doloceni razdalji ne zmorejo ve¢ absorbirati antibiotika.
Nadaljnja difuzija je s tem prepreCena. Na tej razdalji je fiksirana meja. Koncentracija
antibiotika na meji je kriticna koncentracija. Populacija celic, ki so potrebne za absorbcijo
vsega antibiotika pri kritiéni koncentraciji, je kritiéna populacija. Cas, da mikroorganizem
doseze kriticno populacijo, je kriticni Cas. V tem c¢asu postanejo meje fiksne. Rast

mikroorganizmov se nadaljuje. Nastanejo jasne inhibicijske cone. (17)
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Test difuzije je Siroko uporaben. Kljub nezapleteni izvedbi na premer inhibicijskih con

vplivajo Stevilni faktorji:

. Koli¢ina raztopine, ki jo vnesemo v jamico v agarju

V jamico damo vedno identi¢no koli¢ino raztopine, saj vsako odstopanje vpliva na premer
con. Spremembe v koli¢ini vplivajo na koncentracijo antibiotika. S pipeto rokujemo tako,
da jo z raztopino najprej speremo, nato pa zeljeni volumen injiciramo v jamico. Zadnjo

kapljico pustimo obviseti na nastavku. Obic¢ajno volumen znasa 200 pl.

. Velikost in $irina jamice

Za preiskavo, ki jo delamo, vse jamice naredimo z istim luknja¢em. Postavimo ga
pravokotno na ploS¢o ter ga enakomerno vtisnemo v agar. Ves agar v tem krogu
odstranimo, saj bi morebitni ostanki zmanj3ali volumen jamice. Ce naredimo ve&je jamice,

pri¢akujemo vecje cone in obratno.

o Karakteristike antibiotika

Dve kljucni lastnosti antibiotika sta velikost molekul in naboj. Na splosno vecje molekule
potujejo pocasneje, inhibicijske cone so zato manjSe. Kot na primer glikopeptidi, kot sta
vankomicin in teikoplanin, pa tudi polimiksini, kot sta polimiksin B in kolistin. Tudi
mocno kationske molekule imajo manjSo zmoznost difuzije zaradi interakcij s kislimi in
sulfatnimi skupinami polimernega agarja. Polimiksini so mo¢ni kationi in tudi zaradi tega

razloga slabse difudirajo. (10)

. Karakteristike mikroorganizma

Pomembna je njegova obcutljivost in stanje (spore ali vegetativna oblika).
o Oblika in stanje agarja

Ce mikroorganizmu dodamo hranila, ki ugodno vplivajo na njegovo rast, bo ta rastel

hitreje. Inhibicijske cone bodo manjse.
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. Globina agarja

Globina agarja ima vpliv na premer inhibicijskih con. Obicajno je okoli 4 mm, s Cimer je
dosezeno razmerje med plosco s tanjSo plastjo agarja, pri kateri lazje dobimo neko velikost
inhibicijskih con, ter med debelejSo plastjo, ki zaradi svoje debeline zmanjSuje moznost

varabilnosti con (zaradi manjSe moznosti variabilnosti globine te plasti). (10)

. Cas inkubacije

Pri hitro rastocih bakterijah se premer inhibicijskih con formira v nekaj urah po zacetku
inkubacije. Teoretino bi bilo moZzno branje rezultatov Ze, ko rast postane vidna. Z
nadaljevanjem inkubacije (priporocljivo za vse mikroorganizme in vse metode) lahko pride
do rahle spremembe v premeru inhibicijskih con po tistem ¢asu inkubacije, ko je bila rast
prvi¢ opazna. Te spremembe so posledica zapoznele rasti, bolje vidne delne inhibicije
in/ali zapoznelega pojava rezistentnih razlicic bakterij.

Nekatere bakterije potrebujejo daljsi Cas inkubacije od 24 ur. Bakterija H. pylori potrebuje
3 dni in nekateri sevi bakterije Yersinia pestis 48 ur. Doba inkubacije 24 ur je priporocena,
ko testiramo antistafilokokne peniciline (oksacilin ali meticilin) in glikopeptide

(vankomicin). (10)

o Kontrola temperature

S primerno temperaturo inkubacije Zelimo doseci ¢im boljSo rast organizma, ki ga
testiramo. Vecina za Cloveka patogenih bakterij optimalno raste pri 37°C. Tako vecina
metod uporablja temperature od 35°C - 37°C. Temperaturna kontrola je zahtevana, ko
plos¢e inkubiramo, od samega mikroorganizma pa je odvisno, kako natanéno bomo
nastavili termostat. Poleg same vrednosti temperature je pomembna tudi njena
konstantnost. V primeru, da temperatura ni optimalna, lahko to povzro¢i upoc¢asnjeno rast,

inhibicijske cone so zato vecje.

o Gostota inokuluma

Vecja gostota inokuluma povzroci, da bakterije hitreje dosezejo stanje kriticne populacije.
Ce je gostota inokuluma zelo velika, je moznost, da do pojava inhibicijskih con sploh ne
pride, ¢etudi je mikroorganizem obcutljiv. Gostota je posebej pomembna v primeru, da

bakterija proizvaja inaktivirane encime (kot so beta-laktamaze) in ¢e encimi potrebujejo
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indukcijo. Pri nizki gostoti inokuluma lahko antibiotik uni¢i vse mikroorganizme, Se
preden se tvorijo u¢inkoviti encimi, nastale pa bodo veliko vecje inhibicijske cone. (10)

Velikost inhibicijske cone je obratno sorazmerna velikosti inokuluma. Ce je gostota
inokuluma velika, so inhibicijske cone zelo ostre. Paziti je potrebno, da gostota ni
prevelika, saj bi v tem primeru pri§lo do rasti bakterij v inhibicijsko cono, pri ¢emer bi

lahko sklepali, da je antibiotik neobcutljiv oziroma deluje bakteriostati¢no.

o Rob inhibicijske cone

Zunanji rob inhibicijske cone bo dolo¢en glede na aktivnost antibiotika in mikroorganizma,
glede na mehanizme odpornosti (¢e so prisotni) in glede na posebnosti ter znacilnosti
mikroorganizma. Nekateri antibiotiki so znani po tem, da povzroCajo zabrisane in
nerazlocne robove inhibicijskih con, ko se inhibicija postopno zmanjSuje v razdalji 1 - 5
mm. To je obicajna oblika na primer pri sulfonamidih. Pri vseh metodah, pri katerih se
pojavi ta nedolocljiva meja, priporocajo, da se oceni, priblizno kje se pojavi 80%
inhibicije. To se vzame kot meja inhibicijske cone. Za to oceno je potrebna izkusena oseba.
Pri meritvi vecjih inhibicijskih con je prisotna manjSa variabilnost, kot pri manj$ih conah.

Dobimo bolj zanesljiv rezultat.

o Razdalja med jamicami

Dolo¢imo jo glede na uporabljen antibiotik in stopnjo rasti organizma. Vecja koncentracija
antibiotika in pocCasnejSa stopnja rasti mikroorganizma povzrocita vecje inhibicijske cone.
Ce so prevelike, pride do prekrivanja s sosednjo inhibicijsko cono. To zmanj$a stopnjo
natan¢nosti dolo€itve premera inhibicijske cone. Zato je Ze pred analizo potreben razmislek

o smotrnem razmaku med jamicami.

. Cas po nanosu raztopin pred inkubacijo

Po nanosu raztopin plosce takoj ne inkubiramo. Tako dopustimo moZznost da antibiotik
difundira v agar, $e predno se mikroorganizem za¢ne aktivno razmnoZevati. Ce je faza
predifuzije predolga, lahko pride do prevelikih inhibicijskih con. Plos¢o v ta namen
navadno postavimo v hladilnik (rast mikroorganizmov je tako minimalna, prav tako pa

antibiotik difundira v agar v manjsi meri kot na sobni temperaturi).
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. Citanje premera con

Za citanje plos¢ je potrebna dobra svetloba. Za optimalno Citanje naj bo plosca nekaj
centimetrov nad ¢rnim, neodsevajo¢im ozadjem. Od tod usmerimo lu¢ na plosco. V vecini
primerov je branje inhibicijskih con enostavno. Ce se znotraj inhibicijske cone pojavi
motnost, je ne upoStevamo. Ko se znotraj inhibicijskih con pojavijo kolonije, lahko
sklepamo, da ima bakterija rezistentne seve (smatramo jo za odporno) ali pa je prislo do

mesanega inokuluma. (10)

o Uporabljeni materiali

Vsa steklovina in pripomocki morajo biti pred in po uporabi ociS¢eni z navadno in
destilirano vodo. Pred uporabo jih dobro osuSimo, da se izognemo neZelenim interakcijam
z vodo. Plosce in ostali material, ki pride v stik z mikroorganizmi, moramo po uporabi

sterilizirati v avtoklavu.

Dolocanje aktivnosti antibiotikov v razlicnih zdravilnih oblikah

Posamezna zdravilna oblika antibiotika omogoca optimalno uporabo zdravila glede na
starost uporabnika (dojencek, majhen otrok, odrasla oseba, starostnik) in tudi na mesto
delovanja, saj lahko zelimo, da zdravilo deluje le lokalno (npr. na kozi, na sluznici ocesa,
nosu ali ust, ...) ali pa sistemsko. Z izbiro prave zdravilne oblike prepre¢imo spreminjanje
ucinkovine, dokler ta ne pride na mesto delovanja ali pa vplivamo na hitrost delovanja
zdravila. (21)

Ko dolo¢amo aktivnost antibiotikov upostevamo zdravilno obliko in agregatno stanje
zdravila. Antibiotiki so lahko v tekoc¢i zdravilni obliki (raztopina, suspenzija, emulzija),
trdni obliki (prasek, granulat, tablete, svecke) in poltrdi obliki (mazilo, krema).

Ce dolo¢amo aktivnost antibiotika v vodni raztopini, dodamo le pufer ali destilirano vodo,
da razred¢imo do Zelene koncentracije (upostevamo deklarirano koncentracijo raztopine).
Ce dolo¢amo aktivnost antibiotika v zdravilu, ki je v trdni obliki, npr. tableta, le-to najprej
zdrobimo in raztopimo v primernem topilu. Ce je antibiotik v vodi ali pufru slabo topen, se
posluzujemo ekstrakcije s topili, kot so klorovodikova kislina, metanol, etanol, formamid
in N, N-dimetilformamid.

Ce je pripravek v obliki mazila uporabimo primerno topilo, s katerim raztopimo lipofilno

podlago. Nato ekstrahiramo s pufrom, v katerega prehaja u¢inkovina. Uporabimo lahko
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eter, v katerem vzorec najprej raztopimo, nato pa ekstrahiramo etrno raztopino s pufrom. V
emulzijah bo uspesnost ekstrakcije odvisna od same topnosti u¢inkovine in deleza, ki ga
bomo wuspeli izolirati. Izolacija je uspesnejSa, Ce ekstracijo veckrat ponovimo.
Ekstrahiramo s pufrom oz. primernim organskim topilom, ekstrakt pa razred¢imo do

zelene koncentracije.

1.8.3. Testni mikroorganizmi

Faktorji okolja, ki vplivajo na rast mikroorganizmov

Gojisce mora vsebovati primerna hranila, ki jith mikroorganizem uporabi za svojo rast.

Pomembni so pH vrednost gojisca, temperatura in kontrolirana atmosfera.

A) Gojisca so lahko selektivna (omogocajo rast le nekaterim mikroorganizmom) ali
obogatitvena (v ta namen lahko dodamo kri, oglijikove hidrate, dusik, minerale in ostale
rastne faktorje). Za Studijo metabolizma je potrebno pripraviti v celoti sinteti€na gojisca.
Vecina zive€ih bakterij dobro uspeva, ¢e uporabimo kvasni ekstrakt in ostale proteinske

izvlecke.

B) Vecina mikroorganizmov najbolje raste pri pH od 6,0 do 8,0 (nevtrofili). Nekatere
obliki (acidofili) imajo optimum, ki je nizje od pH vrednosti 3,0, medtem ko imajo
nekatere oblike mikroorganizmov (alkalofili) pH visje od 10,5. Mikroorganizmi lahko med
razmnozevanjem spros¢ajo kisle ali bazi¢ne snovi. Pride do spremembe pH, ki lahko zavre
razmnoZevanje. GojiS¢em zato dodajamo pufre, ki prepre€ijo prevelike spremembe v

vrednosti pH.

O Za vecino zivecih mikroorganizmov je optimalna temperatura pri 30°C, mezofilni
mikroorganizmi imajo svoj optimum med 20°C in 40°C. Telesna temperatura gostitelja je
optimalna za simbiotski odnos. Nekateri mikroorganizmi najbolje rastejo pri temperaturah
od 15°C - 20°C (psihrofilne oblike), spet drugi pri visjih vrednostih- od 50°C - 60°C
(termofilne oblike).
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D) Vecina testnih mikroorganizmov spada med obligatne aerobe, ki za svoje
razmnozevanje potrebujejo kisik. Mikroorganizmi, ki so se sposobni razmnozevati v
aerobnem ali v anaerobnem okolju so fakultativni mikroorganizmi. Obligatni anaerobi se
ob prisotnosti prostega kisika ne morejo razmnoZzevati ne rasti in zahtevajo drug vir.

Potrebna je pravilna atmosfera. (22, 25)

Za dolocanje aktivnosti antibiotikov se uporabljajo standardizirani testni mikroorganizmi

iz bank mikroorganizmov. Te banke so: ATCC, NCTC, CIP in NCIB.

Faze bakterijske rasti

Ko mikroorganizem inkubiramo, bo ta najprej rastel pocasi. Celice se Se prilagajajo na
specifiéne pogoje v mediju. Govorimo o lag fazi. Nato sledi faza rasti, ko se celice za¢nejo
deliti. To je logaritemska faza ali faza eksponentne rasti. Sledi stacionarna faza, ko se

aktivna rast zakljuci, saj pogoji v mediju tega ve¢ ne dopuscajo. Nato sledi faza upadanja.

(18)

T

..Stevilo mikroorganizmov (log)
.. Cas

.. lag faza

... log faza

... stacionarna faza

O 0w » 3

...faza odmiranja

Slika 12: Faze bakterijske rasti. (19)
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Priprava spor bakterije Bacillus subtilis

Osnovno suspenzijo spor mikroorganizmov bakterij Bacillus subtilis pripravimo na
naslednji nacin: bakterije pustimo rasti 7 dni na temperaturi 37°C - 39°C na povrSini
gojis¢a (Cml) s pH 6,5 — 6,6, kateremu dodamo 1 pg magnezijevega sulfata R/ml. S
sterilno vodo speremo rast, v kateri so vecinoma spore, ter nato segrevamo 30 min na 70°C
ter damo v ustrezno raztopino. Suspenzija spor se lahko daljsi ¢as shranjuje na temperaturi
okoli 4°C. Uporabimo jo kot inokulum, ki ga cepimo na gojisce, katerega smo predhodno
utekocCinili in ohladili na 45°C - 50°C. ZmeSamo, da dobimo homogeno raztopino. (11)
Koli¢ino mikroorganizma prilagajamo tako, da dosezemo optimalno rast in odziv

preiskovanega vzorca in standarda glede na €as inkubacije. (23)
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2. NAMEN DELA

Za dolocanje vsebnosti ucinkovine v antibioticnem zdravilu se po Evropski farmakopeji
uporablja metoda difuzije. Kot rezultat dobimo inhibicijske cone, njihovo velikost pa
moramo ro¢no doloditi v fazi ¢itanja. Ta faza je najbolj nezanesljiv del izvedbe testa, mi pa
potrebujemo metodo, ki bo dajala zanesljive odgovore na to ali je zdravilo primerno za
uporabo ali ne. Namen dela je izboljSanje zanesljivosti difuzijske metode na podlagi
izboljSanja berljivosti inhibicijskih con. Z dobro izvedbo vseh faz dela si prizadevamo, da
so inhibicijske cone ¢im bolje definirane, saj so le take primerne za merjene z
avtomatiziranim Citalcem. Na ta nacin bi se izognili roénemu merjenju inhibicijskih con.

Delo temelji na predpisih in postopkih iz Ph.Eur.
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3. MATERIALI IN METODE
3.1. Materiali
3.1.1. Gojisca

Za pripravo hranljivih gojis¢ potrebujemo:

. Agar v prahu (101614, MERCK)

. Pepton (LP0085, OXOID)

. Kvasni ekstrakt (B00253M, OXOID)

. Mesni ekstrakt (103979, MERCK)

o Kalijjev difosfat (104871, MERCK)

. Kalijev monofosfat (137010, MERCK)

. Puferni raztopini pH 6 in pH 8 ( po USP)

o Precis€ena voda

Pri izbiri agarja se drzimo navodil metode ter primernosti glede na bakterijsko vrsto, ki jo

uporabimo in njenih morebitnih specifi¢nih zahtev po hranilih.

Priprava PEN goji$ca:

Zatehtamo pepton in kvasni ekstrakt na tehtnici Exacta 2200 EB. Segrevamo v vodi.
Uporabimo vodno kopel WB - 36 (KAMBIC LABORATORIJISKA OPREMA). Raztopino
nato prefiltriramo skozi Biichnerjev 1ij, dodamo puferno raztopino in ohladimo na sobni
temperaturi. S pH metrom MP225 (METTLER TOLEDO) izmerimo pH, ki mora biti med
6,6 - 6,8. Uporabimo sondo InLab®Surface (METTLER TOLEDO), ki jo priklju¢imo na
pH meter. Po potrebi, med meSanjem na meSalu Rotamix 550 MMH, uravnavamo pH z
IM NaOH ali 1M HCI. Gojisce razdelimo na dva dela, v katera dodamo razli¢no koli¢ino
agarja. Segrevamo v vodni kopeli, dokler se v celoti ne raztopijo vse sestavine in nastane
homogena raztopina. Nato gojisce razlijemo v erlenmajerice, v vsako po priblizno 300 ml.
Zapremo z zamaSki ter vsako erlenmajerico oznacimo z imenom gojis€a, datumom
priprave, pH gojis¢a in rokom uporabe. Za kontrolo sterilizacije uporabimo indikatorski
trak. Steriliziramo 15 minut pri 121°C - 124°C, avtoklav A 500/700 (KAMBIC LAB.
OPR.), in nato preverimo pH. Do uporabe gojis¢e hranimo v hladilniku pri temperaturi

5°C, kjer je uporabno 3 mesece.
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Preglednica III: PEN hranljivo gojisce

sestava koli¢ina

pepton 6,0 g

kvasni ekstrakt 30g

puferna raztopina 125 ml

pH 6

agar v prahu 9,25 g/500 ml za
spodnjo podlogo

agar v prahu 7,0 g/500 ml =za
zgornjo podlogo

precis¢ena voda 875 ml

Kot alternativo temu gojis¢u lahko uporabimo gojisce 2 po USP.

Preglednica I'V: Hranljivo gojisce 2 (po USP)

sestava koli¢ina
pepton 6,0g
kvasni ekstrakt 30g
mesni ekstrakt I,5¢g
agar v prahu 150¢g
preciscena voda 1000 ml

Pred sterilizacijo pH uravnamo na 6,6 + 0,1.

Priprava DHS gojisc¢a:

Posluzimo se istega postopka in naprav, kot pri pripravi PEN gojis¢a. Drugacna je le sonda
za merjenje pH. Ta se imenuje InLab® pH2 Expert pro (METTLER TOLEDO).
Upostevamo drugacne natehte komponent in drugo vrednost pH puferne raztopine. Pred
sterilizacijo mora biti pH med 8,0 - 8,2. Do uporabe gojis¢e hranimo v hladilniku pri

temperaturi 5°C, kjer je uporabno 3 mesece.
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Preglednica V: DHS hranljivo gojisce

sestava koli¢ina

pepton 10,0 g

kvasni ekstrakt 30g

puferna raztopina 125 ml

pHS8

agar v prahu 8,75 g/500 ml =za
spodnjo podlogo

agar v prahu 6,75 g/500 ml za
zgornjo podlogo

precis¢ena voda 875 ml

.....

uravnavamo bodisi z 1M NaOH bodisi z 1M HCI, po njej pa ga Se enkrat preverimo. (23,
24)

3.1.2. Pufri
Primarna naloga pufrov je, da uravnavajo kislost oziroma bazi¢nost raztopin. Preprecujejo
spremembe pH vrednosti ob dodatku vzorca na gojisCe. Izbira pufra in prava natehta

sestavin vplivata na pravilnost rezultatov.

Za pripravo pufernih raztopin potrebujemo:

o K,HPO,4 (137010, MERCK)

o KH,PO, (104871, MERCK)

o Precis¢ena voda

o 18 M fosforna kislina ali 1 M HCl
o 10M KOH

Priprava fosfatnega pufra $t.1:

Na tehtnici Exacta 2200 EB natan¢no zatehtamo K,HPO, in KH,PO4. Dodamo precis¢eno
vodo do oznake na bugki in segrevamo v vodni kopeli WB - 36 (KAMBIC LAB. OPR.).
Ohladimo na sobno temperaturo. pH vrednost izmerimo s pH metrom MP225 (METTLER
TOLEDO) in sondo pH2 InLab®413 istega proizvajalca. Ob meSanju na meSalu Rotamix
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550 MMH uravnavamo pH z 1M NaOH ali 1M HCI. Kislino oziroma bazo dodajamo
pocasi, po kapljicah, ter sproti preverjamo pH puferne raztopine. pH pred sterilizacijo mora
biti 6,0 = 0,1. Erlenmajerico, volumna 2000 ml, ozna¢imo z imenom pufra, datumom
priprave, pH vrednostjo in rokom uporabe. Za kontrolo sterilizacije uporabimo indikatorski
trak. Steriliziramo 15 minut na 121 °C - 124°C v avtoklavu A 500/700 (KAMBIC LAB.
OPR.). Puferno raztopino do uporabe hranimo v hladilniku pri temperaturi 5°C, kjer je

uporabna 1 leto.

Preglednica VI: Fosfatni pufer $t.1 (po USP, pH 6)

sestava kolic¢ina
K;HPO, 20¢g
KH,PO,4 80¢g
preciscena voda 1000 ml

pH uravnamo na 6,0 = 0,05 z 1M NaOH ali z 1M HCI. Pufer steriliziramo 15 minut pri
121°C - 124°C.

Priprava fosfatnega pufra §t.3:

Uporabimo isti postopek in naprave, kot pri pripravi fosfatnega pufra s§t.1, le da za
merjenje pH vrednosti s pH metrom uporabimo sondo InLab® pH2 Expert pro
(METTLER TOLEDO). pH pred sterilizacijo mora biti 8,0 £ 0,1. Puferno raztopino do

uporabe hranimo v hladilniku pri temperaturi 5°C, kjer je uporabna 1 leto.

Preglednica VII: Fosfatni pufer §t.3 (po USP, pH 8)

sestava koli¢ina
K;HPO, 16,73 g
KH,PO4 0,523 g
preciScena voda 1000 ml

pH uravnamo na 8,0 = 0,1 z 1M NaOH ali z 1M HCI. Pufer steriliziramo 15 minut na
121°C - 124°C. (23, 24)
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3.1.3. Laboratorijski pribor

. Steklena plosca

Pri vseh tovrstnih testih uporabljamo plosce istih dimenzij, ki so dovolj velike, da na njih
izvajamo 3x3 razliCico testa (3 + 3 odmerki), ki nam zagotavlja boljSe rezultate in boljSe
statisticno vrednotenje. Pred uporabo mora biti plos¢a ociS¢ena in suha. Plos¢o naravnamo,
tako, da je popolnoma vodoravna glede na podlago. S tem dosezemo enako debelino agarja
po celi povrsini.

. Pipeta

V jamice vedno vnasamo popolnoma enake volumne raztopin. Zato vse raztopine, ki jih
nanasamo na isto gojisce, apliciramo z isto kalibrirano pipeto.

o Luknjac

Z luknjadem v agarju vdolbemo jamico, ki sluzi kot rezervoar. Premeri luknjadev so
razlicni, pomembno pa je, da, podobno kot pri pipeti, uporabimo isti luknja¢ za isto
gojisce. Luknja¢ moramo pred uporabo sterilizirati. Cilindri¢ne diske, ki smo jih izdolbli z
luknja¢em, poberemo s sterilno spatulo.

. Pipetni nastavki

Uporabimo ciste sterilne nastavke. Nastavki so plasti¢ni in za enkratno uporabo.

. Sablona

Sablona je velikosti steklene plos¢e. Na njej so oznaceni polozaji standardov in vzorcev v
latinskem kvadratu.. Sablono podstavimo pod plod¢o in nanasamo raztopine po dolodenem
redu. Uporabimo Sablono, ki omogoca nanos treh razli¢nih koncentracij vzorcev in

standardov.

3.1.4. Preucevani vzorci in referencni standardi

Uporabimo tri razli¢ne vzorce in referen¢ne standarde zanje.

. Prasek za peroralno suspenzijo 250 mg/5 ml (KRKA): shranimo ga zas¢itenega
pred svetlobo pri tempertaturi do 25°C; uporabljeni referencni standard je Amoxicillin
trihydrate batch: AM-1, Koncentracija 826 pg/mg, shranjujemo pri temperaturi 5°C,
(KRKA).

. Filmsko oblozene tablete 1000000 i.e. (KRKA, SANDOZ): vzorec shranimo

zaSCitenega pred vlago pri temperaturi do 25°C; uporabljeni referencni standard je
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o Filmsko oblozene tablete 400 mg (KRKA): vzorec shranimo zas¢itenega pred
vlago, pri temperaturi do 25°C; uporabljeni referencni standard je Midecamicin batch:
MID-1, koncentracija 995 pg/mg; pred uporabo ga posuSimo pri temperaturi 60°C in
0,67kPa, (KRKA).

3.1.5. Testni mikroorganizem
Testni mikroorganizem je bakterija Bacillus subtilis ATCC 6633. Shranjuje se v banki
mikroorganizmov - CRYOBANK™, pri temperaturi -70°C. Bakterije se nahajajo na

peletih, na katerih je to¢no doloceno Stevilo bakterij.

3.2. Metode

Za analizo jakosti antibiotika se po Ph.Eur. uporabljata dve metodi.
o Turbidimetricna metoda

° Metoda difuzije v agarju

Izberemo slednjo. Aktivne komponente antibiotika difundirajo v agar, ki je inokuliran z
mikroorganizmom. Po inkubaciji na plos¢i opazimo inhibicijske cone, njihova velikost pa
nakazuje stopnjo obcutljivosti bakterije na antibiotik. Majhna cona oz. njena odsotnost
kaze na odpornost.

Vse stopnje v testu izvajamo v paralelkah, zavoljo natan¢nosti in ponovljivosti.

3.2.1. Priprava raztopin vzorcev in referen¢nih standardov

Pri pripravi teh raztopin moramo biti zelo pazljivi, da zagotovimo ustrezno kakovost testa.
Neka koncentracija standarda nam sluzi za primerjavo z raztopino vzorca iste
koncentracije. Govorimo o referencni koncentraciji. Posamezne koncentracije
standardnega niza pripravimo tako, da s pufrom red¢imo osnovno raztopino. Osnovni
standardi, ki smo jih uporabljali za nadaljnje redc¢itve, so deklarirani, z navedeno
aktivnostjo, rokom trajanja ter nac¢inom shranjevanja. Hranimo jih v hladilniku pri
temperaturi 5°C, pred uporabo pa jih pustimo na sobni temperaturi za najmanj 10 minut, da
se ogrejejo. Pripravimo tri razlicne koncentracije standardov in raztopin, ki so med seboj v

geometricnem razmerju 1:2 (vsaka naslednja koncentracija je enkrat ve¢ja od predhodne).

35



Pripravljene raztopine ustrezno oznacimo (z zaporedno Stevilko in koncentracijo), da se
izognemo zamenjavam, hkrati pa imamo moznost, da po opravljenem testu preverimo

ustreznost dela in morebitne napake iS¢emo v drugih stopnjah testa.

3.2.2. Priprava osnovne suspenzije testnega mikroorganizma

Iz Cryobanke s sterilno iglo vzamemo peleto, na kateri so bakterije Bacillus subtilis ATCC
6633. Preostalo banko mikroorganizmov hitro vrnemo v zmrzovalnik, da ne pride do
njihove odtalitve. Osnovno suspenzijo testnega mikroorganizma pripravimo tako, da perlo
(na kateri so zamrznjeni mikroorganizmi) damo v Caso bujon (5 ali 10 ml) Ta nam sluzi
kot inokulum.

Na vsaki peleti je ocenjeno Stevilo bakterij, ki jih damo v doloc¢eno koli¢ino gojis¢a. Na
podlagi tega lahko re¢emo, koliko CFU/ml imamo v gojis¢u. Ve¢ kot imamo suspenzije,
ve¢ mikroorganizmov je v njej (koncentracija pa je enaka). Z izbiro dolo¢enega volumna
suspenzije torej prilagajamo koli¢ino mikroorganizmov v inokulumu.

Stevnost perl se dela vsak mesec.

3.2.3. Priprava plos¢

Gojisce, predhodno pripravljeno in shranjeno v hladilniku, uteko¢inimo s pomoc¢jo vodne
kopeli. Shladimo do sobne temperature ter inokuliramo z mikroorganizmom. To storimo
tako, da suspenzijo mikroorganizmov s sterilno pipeto dodamo ohlajenemu gojis¢u. Po
inokulaciji gojisce previdno premeSamo, da prepre¢imo tvorbo mehurckov. Na plosco, ki
je vodoravno uravnana z vodno tehtnico, enakomerno razlijemo 300 ml gojisca, kar
ustreza debelini plasti okoli 4 mm. Pustimo stati nekaj minut na sobni temperaturi, da se
gojisce strdi in prenesemo v hladilnik. Gojis¢e postane ¢vrsto in tako vanj lazje vtisnemo
jamice. Poleg tega dobimo ostrejse in SirSe inhibicijske cone, saj ufinkovina difundira Se

pred zacetkom rasti mikroorganizma.

Kot alternativo uporabimo gojisce, ki je sestavljeno iz dveh plasti, pri kateri spodnja ni
inokulirana z mikroorganizmom. Na strjeno spodnjo plast vlijemo zgornjo plast, ki je
inokulirana. V tem primeru na plos€o razlijemo 2 x 160 ml gojisa. S to tehniko

prilagodimo obcutljivost metode.
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3.2.4. NanaSanje raztopin na plosc¢o

Ravnamo se po shemi latinskega kvadrata. Oznake na shemi kaZejo, na katera mesta
nanaSamo dolocene raztopine. Pred nanosom raztopine iz buck prelijemo v izparilnice, iz
katerih z avtomatsko pipeto Eppendorf Research pro odmerimo vedno enak volumen
raztopine - 200 pl. Po nanosu plos¢o nekaj Casa pustimo na sobni temperaturi ali v

hladilniku (difuzija antibiotika pred samo rastjo mikroorganizma).

stlvilvelss!|solvs S1 — standardna raztopina, prvo red¢enje

S2 — standardna raztopina, drugo red¢enje

VI V3| Sl |82|Vv2)S3 S3 — standardna raztopina, tretje red¢enje

V2 |S3|S2(S1|V3]|Vl V1 —raztopina vzorca, prvo red¢enje

V2 — raztopina vzorca, drugo red¢enje
S31S2|V3|Vl|Sl|V2

V3 —raztopina vzorca, tretje redcenje

S2 | V2|1 S3 |V3|VI|SI

V3| S1|Vl|V2]S3|S2

Slika 13: Shema latinskega kvadrata.

3.2.5. Inkubacija
Inkubiramo v inkubatorju, ki je zZe ogret na temperaturo inkubacije. Pri prenosu v inkubator
pazimo, da plos¢o drzimo v vodoravnem polozaju, da se raztopine ne razlijejo. Inkubacija

traja med 16 do 18 ur, pri temperaturah, ki so specifi¢ne za posamezen organizem.

3.2.6. Citanje rezultatov

Po koncani inkubaciji s pomocjo kljunastega merila Mitutoyo digimatic izmerimo
inhibicijske cone na 0,1 mm natan¢no. Ta faza je najpomembnejs$a, saj nam meritve podajo
odgovor na kljucne statisticne parametre. Za merjenje je potrebna natanénost in izkusenost.
Inhibicijske cone ¢ita en analitik, saj je merjenje v neki meri subjektivno. Priporocljivo je,
da rezultate precitamo ¢im prej, saj s Casom mikroorganizmi zacnejo prerascati,

inhibicijske cone postanejo manj jasne, Citanje rezultatov pa tezavnejse.
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3.2.7. Obdelava podatkov s programom Combistats

Dobljene podatke statisticno obdelamo s pomoc¢jo programa Combistats. Pod sploSne
podatke analize vpiSemo ime substance, ki jo dolo¢amo, Stevilko in datum analize, Stevilka
plosce in uporabljen sev. V tabelo, kjer so podatki o standardu, vpiSemo njegovo ime,
Stevilko serije, rok uporabnosti, zacetno koncentracijo in korake redcitve, ter premere
inhibicijskih con v milimetrih. Enake podatke, le da se nanaSajo na vzorec, vnesemo v
tabelo s podatki za vzorec. Program izrafuna parametre variance (mera statisticne
razprSenosti neke spremenljivke). S pomocjo inhibicijskih con se izracuna koncentracija

antibiotika. Dobimo naslednje podatke:

o podatki o izra¢unani vsebnosti antibiotika

o delez vsebnosti antibiotika glede na predpisano koncentracijo antibiotika

o najniZja in najvi§ja vsebnost antibiotika glede na izracunano koncentracijo
antibiotika

Za vsak parameter variance se izracuna verjetnost t.j. p-vrednost (moznost javljanja nekega
dogodka). Ta nam pove kako zelo parameter vpliva na statisticno sliko preiskave.
Oznacena je z zvezdicami. Ena nam pove, da je verjetnost manjSa kot 0,05 (pomembna),
dve pomenita, da je manjSa od 0,01 (zelo pomembna), tri pa, da je manjSa od 0,001
(statisticno najpomembnejsa).

Izracunana regresija (mera odvisnosti dveh slucajnih spremenljivk) mora imeti vsaj eno
zvezdico, da program lahko izracuna meje zaupanja. Dobimo tri grafe. Prvi je graf, ki
prikazuje standard in vzorec, drugi prikazuje standard in tretji samo vzorec. Na prvem
grafu se vrednosti prekrivajo, ali pa tudi ne (vsebnost antibiotika je lahko visja ali nizja od
standarda).

Postopek ponovimo pri drugi plos¢i. Nato oba testa zdruzimo. Glede na p-vrednost
izberemo rezultate:

o ¢e je p-vrednost > 0,1, se odlo¢imo za utezno kombinacijo (weighted combination);
intervali zaupanja so dovolj enaki.

o ¢e je p-vrednost < 0,1, se odlo¢imo za delno utezno kombinacijo (semi-weighted
combination); intervali zaupanja so razli¢ni.

o ko imamo 6 testov, ki jih zdruzujemo, uporabimo brez utezno kombinacijo
(unweighted combination) - pri velikem sipanju rezultatov.

Ko se intervali zaupanja med seboj prekrivajo je analiza veljavna.
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3.3. Mikrobiolosko dolo¢anje midekamicina

Ves postopek izvajamo v paralelkah.

3.3.1. Priprava raztopin vzorceyv in standardov

Vzorec je v obliki tablete. Pred samim tehtanjem tablete zdrobimo v terilniku, tako da je
zmes ¢im bolj gladka. S tem prepre¢imo, da bi v fazi raztapljanja ostali neraztopljeni delci,
ki bi znizali vsebnost antibiotika. Na analitski tehtnici natan¢no natehtamo enkratno
povprecno maso 16 - ih tablet, ki znasa 0,572788 g. Vzorec kvantitativno prenesemo v
1000 ml bucko ter dodamo 200 ml metanola. Pripravljeno raztopino mesamo na stresalniku
najmanj 1 uro, nato pa z precis¢eno vodo dopolnimo bucko do oznake, tako da znaSa

koncentracija 400 pg/ml (1 tableta namre¢ vsebuje 400 mg midekamicina).

vsebnost midekarmicinag v 1 tablett™ {pg)
WV buike (ml)

konc. osnowne raftopine =

* po deklaraciji je to koli¢ina midekamicina v 1 tableti
Dobimo osnovno raztopino (oznacimo s ¢rko T), naprej pa z redcenjem (predstavljeno v
preglednici VIII) pripravimo tri raztopine razli¢nih koncentracij, ki so med seboj v

geometricnem razmerju.

Preglednica VIII: RedCenje osnovne raztopine vzorca

koli¢ina T volumen uporabljen  konéna oznaka
bucke pufer konc. razt. raztopine

1 ml 20 ml Pufer 3, pH8 20 pg/ml T;

0,5 ml 20 ml Pufer 3,pH 8 10 pg/ml T,

625 pnl 50 ml Pufer 3,pH 8 5 pg/ml T

Za referencni standard uporabimo Midecamicin RS Batch MID-1 (KRKA). Njegova
vsebnost je 995 pg/mg. Na analitski tehtnici natehtamo izracunano koli¢ino, 25,12 mg,
raztopimo v metanolu, 12 ml, ter dodamo vodo do oznake na bucki. Koncentracija znasa

500 pg/ml. 1z osnovne raztopine (oznac¢imo s ¢rko S) pripravimo raztopine treh razli¢nih
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koncentracij (predstavljeno v preglednici 1X), ki so enake kot pri vzorcu. Koncentracije

morajo biti v obmoc¢ju med 5 pg/ml in 50 pg/ml (da so inhibicijske cone primerno velike).

Natehto referencnega standarda izraCunamo po naslednjem postopku:

Zelena konc. (ugiml) % volumen bucke {ml)
konc. standarda (pgiml)

X (mg) =

Preglednica IX: Redcenje osnovne raztopine referencnega standarda midekamicina

koli¢ina S volumen uporabljen  koné¢na oznaka
bucke pufer konc. razt. raztopine

2 ml 50 ml Pufer 3, pH 8 20 pg/ml Ss

1 ml 50 ml Pufer 3,pH 8 10 pug/ml S

1 ml 100 ml Pufer 3,pH 8 5 pg/ml Sy

3.3.2. Testni mikroorganizem
Uporabimo bakterijo Bacillus subtilis ATCC 6633, ki je obcutljiva na midekamicin in smo
jo namnozili v hranilnem gojis¢u Caso bujon. Pred uporabo naredimo osnovo suspenzijo

sporogenih mikroorganizmov.

3.3.3. Priprava ploS¢ in nanos raztopin

Gojisce inokuliramo z 2,4 ml osnovne suspenzije spor. PremeSamo. Na plosco razlijemo
300 ml DHS gojis¢a. Pustimo na sobni temperaturi, nato prenesemo v hladilnik. Z
luknja¢em naredimo jamice, kamor vnesemo raztopine vzorcev in standardov po shemi

latinskega kvadrata. Volumen nanosa je 200 pl. Pustimo v hladilniku za 15 minut.

3.3.4. Inkubacija

Inkubiramo 16 ur na temperaturi 35°C.

3.3.5. Citanje rezultatov

Z kljunastim merilom od¢itamo premere inhibicijskih con na 0,1 mm natancno.
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3.3.6.

b)

d)

3.3.7.

Uporabljena gojiS¢a in raztopine

Hranljivo gojis€e za namnozitev mikroorganizma in pripravo osnovne suspenzije
sporogenih mikroorganizmov: Caso bujon

Hranljivo gojisce za dolocanje vsebnosti: DHS gojisce

Puferne raztopine: fosfatni pufer st. 3, pH8 (USP)

Metanol MERCK K 38 117209

Laboratorijska oprema in pribor

Zascitne rokavice

Steklovina: bucke, case, valj, lijak, stekleni plosci; (Witeg Germany diffico,
Fortuna Germany)

Terilnica s pestilom

Spatula

Kristalizirke (sterilizacija: 30.9.2008)

Luknjac (sterilizacija: 30.9.2008)

Pipetni nastavki - plasti¢ni (sterilizacija: 28.5.2008), stekleni (Witeg Germany
diffico, Fortuna Germany, Scherf)

Avtomatska pipeta (Eppendorf Research pro)

Stresalnik (Rotamix 550 MMH; Vibromix 403 EVT)

Tehtnica (AT201, METTLER TOLEDO; Exacta 2200 EB)

Inkubator (I-115 C, KAMBIC LAB. OPR.)

Avtoklav (A-21 CA in A 500/700, KAMBIC LAB. OPR.)

Vodna kopel (WB — 36, KAMBIC LAB. OPR.)

pH meter (MP 225, METTLER TOLEDO)

Kljunasto merilo (Mitutoyo digimatic)

Vsa oprema in instrumenti morajo biti temeljito o€iSceni pred in po uporabi. Za unicevanje

mikroorganizma uporabimo sterilizacijo s pomocjo pare.

41



3.4. Mikrobiolosko dolo¢anje fenoksimetilpenicilina

Ves postopek izvajamo v paralelkah.

3.4.1. Priprava raztopin vzorcev in standardov

Vzorec v obliki tablete najprej zdrobimo v terilniku, dokler ne dobimo popolnoma
razdrobljenega praska, ki ne vsebuje vecjih delcev. Ti bi se v fazi raztapljanja tezko
raztopili, vsebnost antibiotika pa bi bila zato manjSa. Na analitski tehtnici natan¢no
natehtamo polovi¢no povpre¢no maso 20 - ih tablet ki znaSa 1,066727 g. Vzorec
kvantitativno prenesemo v 500 ml bucko ter dodamo 75 ml formamida. Pripravljeno
raztopino meSamo na stresalniku, dokler se antibiotik ne raztopi, nato pa s pufrom
dopolnimo buc¢ko do oznake. Dobimo osnovno raztopino (ozna¢imo s T*). Njena
koncentracija znaSa 1000 i.e./ml (koncentracija 1 tablete namre¢ znasa 1000000 i.e.). Z
red¢enjem (predstavljeno v preglednici X) pripravimo tri raztopine razli¢énih koncentracij,
ki so med seboj v geometricnem razmerju. Koncentracije morajo biti v obmoc¢ju med 0,125
i.e./ml in 3 i.e./ml (da dosezemo optimalen premer inhibicijskih con). Pred pripravo treh

kon¢nih raztopin sledi Se predredcitev:

Preglednica X: Postopek predredCitve osnovne raztopine in red¢enje osnovne raztopine

vzorca

koli¢ina T*  volumen uporabljen  konéna oznaka
bucke pufer konc. razt. raztopine

1 ml 100 ml Pufer2,pH 6 10i.e./ml T

koli¢ina T volumen uporabljen  kon¢na oznaka
bucke pufer konc. razt. raztopine

4 ml 10 ml Pufer2,pH 6 4i.e./ml T;

2 ml 10 ml Pufer2, pH6 2 i.e./ml T,

1 ml 10 ml Pufer 2,pH 6 11i.e./ml T,

Za referen¢ni standard uporabimo Penicillin V Potassium. Njegova vsebnost je 1519
i.e./mg. Na analitski tehtnici natehtamo izra¢unano koli¢ino, 0,0329 g, raztopimo v

formamidu, 2 - 5 ml, in dodamo pufer do oznake. Iz osnovne raztopine (ozna¢imo s ¢rko
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S*), katere koncentracija znaSa 1000 i.e./ml, pripravimo raztopine treh razli¢nih
koncentracij, ki so enake kot pri vzorcu (redCenje predstavljeno v preglednici XI).
Racunanje po racunih kot pri toc¢ki 3.3.1. Pred pripravo treh kon¢nih raztopin sledi Se

predredcitev:

Preglednica XI: Postopek predredCitve osnovne raztopine in red¢enje osnovne

raztopine standarda fenoksimetilpenicilina

kolic¢ina S* volumen uporabljen  konéna oznaka
bucke pufer konc. razt. raztopine

1 ml 100 ml Pufer 2,pH 6 10i.e./ml S

kolic¢ina S volumen uporabljen  konc¢na oznaka
bucke pufer konc. razt. raztopine

4 ml 10 ml Pufer2,pH 6 4i.e./ml S3

2 ml 10 ml Pufer2,pH6 2 ie./ml S»

1 ml 10 ml Pufer 2,pH 6 11i.e./ml N

3.4.2. Testni mikroorganizem
Uporabimo  bakterijo  Bacillus subtilis ATCC 6633, ki je obcutljiva na
fenoksimetilpenicilin in smo jo namnozili na hranilnem gojis¢u Caso bujon. Pred uporabo

naredimo osnovo suspenzijo sporogenih mikroorganizmov.

3.4.3. Priprava plos¢ in nanos raztopin

Gojisce inokuliramo z 0,8 ml osnovne suspenzije spor. PremeSamo. Na plos¢o razlijemo
300 ml PEN gojis¢a. Pustimo na sobni temperaturi, nato prenesemo v hladilnik. Z
luknjadem naredimo jamice, kamor vnesemo raztopine vzorcev in standardov po shemi

latinskega kvadrata. Volumen nanosa je 200 pl. Pustimo v hladilniku za 15 minut.

3.4.4. Inkubacija

Inkubiramo 16 ur na temperaturi 30°C.

3.4.5. Citanje rezultatov

Z kljunastim merilom od¢itamo premere inhibicijskih con na 0,1 mm natanc¢no.
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3.4.6. Uporabljena gojis¢a in raztopine

a) Hranljivo gojiS§¢e za namnozitev mikroorganizma in pripravo osnovne suspenzije
sporogenih mikroorganizmov: Caso bujon

b) Hranljivo gojis¢e za doloCanje vsebnosti: PEN gojisce

c) Puferne raztopine: fosfatni pufer §t. 1, pH6 (USP)

d) N,N-Dimetilformamid K36776153 650

3.4.7. Laboratorijska oprema in pribor

Glej tocko 3.3.7.
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3.5. Mikrobiolosko dolo¢anje amoksicilina

Ves postopek izvajamo v paralelkah.

3.5.1. Priprava raztopin vzorceyv in standardov

Vzorec je v obliki praSka za peroralno suspenzijo. Steklenicko s praskom rekonstuiramo s
pre¢is¢eno vodo (60 ml) in meSamo toliko Casa, da se delci praska v vodi ¢im bolj
raztopijo in dobimo suspenzijo. Tako se zelimo izogniti izgubi u¢inkovine in delati naprej s
pravo koncentracijo osnovne raztopine. Odpipetiramo 5 ml suspenzije, jo prenesemo v 250
ml bucko, ter do oznake dopolnimo s pufrom. Dobimo osnovo raztopino. Koncentracija
znaSa 1000 pg/ml. Ozna¢imo s T*. Z redCenjem (predstavljeno v preglednici XII)

pripravimo tri raztopine razli¢nih koncentracij, ki so med seboj v geometriénem razmerju.

Preglednica XII: Postopek predreCenja do osnovne raztopine in redCenje osnovne

raztopine vzorca

koli¢ina T*  volumen uporabljen  konéna oznaka
bucke pufer konc. razt. raztopine

1 ml 50 ml Pufer 3, pH 8 20 ug/ml T

koli¢ina T volumen uporabljen  konc¢na oznaka
bucke pufer konc. razt. raztopine

4 ml 20 ml Pufer 3, pH 8 4 pg/ml T;

5 ml 50 ml Pufer 3,pH 8 2 pg/ml T,

1 ml 20 ml Pufer 3,pH 8 1 pg/ml T

Za referencni standard uporabimo Amoxicillin trihydrate Batch AM-1. Njegova vsebnost je
862 png/mg. Na analitski tehtnici natehtamo izraCunano koli¢ino, 29,00 mg, in raztopimo v
pufru. Iz osnovne raztopine (ozna¢imo s ¢rko S*) pripravimo raztopine treh razliénih
koncentracij (redenje predstavljeno v preglednici XIII), ki so enake kot pri vzorcu. Zelena
koncna koncentracija je 1000 ug/ml. Osnovno raztopino lahko hranimo v hladilniku 3 dni.

Racunanje po racunih kot pri tocki 3.3.1.
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Preglednica XIII: Postopek predredCitve do osnovne raztopine in red¢enje osnovne

raztopine standarda amoksicilina

kolic¢ina S* volumen uporabljen  konéna oznaka
bucke pufer konc. razt. raztopine

1 ml 50 ml Pufer 3, pH 8 20 pg/ml S

koli¢ina S volumen uporabljen  koné¢na oznaka
bucke pufer konc. razt. raztopine

4 ml 20 ml Pufer 3, pH 8 4 png/ml Ss

5 ml 50 ml Pufer 3,pH 8 2 pg/ml S,

1 ml 20 ml Pufer 3, pH8 1 pg/ml S

3.5.2. Testni mikroorganizem
Uporabimo bakterijo Bacillus subtilis ATCC 6633, ki je obcutljiva na amoksicilin in smo
jo namnozili na hranilnem gojis¢u Caso bujon. Pred uporabo naredimo osnovno

suspenzijo sporogenih mikroorganizmov.

3.5.3. Priprava ploS¢ in nanos raztopin

Gojisce inokuliramo z 1,8 ml osnovne suspenzije spor. PremeSamo. Na ploS¢o razlijemo
300 ml PEN gojis¢a. Pustimo na sobni temperaturi, nato prenesemo v hladilnik. Z
luknjacem naredimo jamice, kamor vnesemo raztopine vzorcev in standardov po shemi

latinskega kvadrata. Volumen nanosa znasa 200 pl. Pustimo v hladilniku za 15 minut.

3.5.4. Inkubacija

Inkubiramo 16 ur na temperaturi 30°C.

3.5.5. Citanje rezultatov

S kljunastim merilom od¢itamo premere inhibicijskih con na 0,1 mm natan¢no.

3.5.6. Uporabljena gojisc¢a in raztopine
a) Hranljivo gojis€e za namnozitev mikroorganizma in pripravo osnovne suspenzije
sporogenih mikroorganizmov: Caso bujon

b) Hranljivo gojisce za dolocanje vsebnosti: PEN gojisce
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c) Puferne raztopine: fosfatni pufer st. 3, pH8 (USP)

3.5.7. Laboratorijska oprema in pribor

Glej tocko 3.3.7.

47



4. REZULTATI

4.1. Mikrobiolo$ko dolo¢anje midekamicina

Preglednica XIV: Prikaz izraCunane vsebnosti midekamicina na 1. plos¢i.

Standard Sample 1

Ime standarda midecamicin Ime vzorca Macropen tablete

5t. serije MID - 1 St. serije

Rok uporabnosti Rok uporabnosti

Ass. pot. 0.995 mg / mg Ass. pot. 400mg /0573 g

Pre-dil. 1 25.13 mg / 50 mi Pre-dil. 1 0.57275 g/ 1000 ml

Pre-dil. 2 2ml/50 ml Pre-dil. 2 1ml/20 ml

Doses S1 S2 S3 |[Doses T1 T2 T3
(1) 22.83|25.71 | 28.64 (1) 22.93| 25.82 | 28.75
(2) 22.84 | 25.73 | 28.67 (2) 22.95 | 25.87 | 28.71
(3) 22.84 | 25.75 | 28.75 (3) 23.00 | 25.85 | 28.72
(4) 2291|2582 | 28.72 (4) 22.89 | 25.85] 28.72
(5) 22.94 | 25.82 | 28.64 (5) 22.88 | 25.92 | 28.69
(6) 22.85 | 25.80 | 28.65 (6) 22.87 | 25.89 | 28.70

Preglednica XV: Prikaz izracunane vsebnosti midekamicina na 1. plosci.

Sample 1
Ime vzorca Macropen tablete
(mg/0.573 g) | Lower limit| Estimate | Upper limit
Potency 403.757 | [406.131) | 408.519
Rel. to Ass. 100.9% (101.5%) | 102.1%
Rel. to Est. (99.4%) | 100.0% | (100.6%)

IzraCunana vsebnost antibiotika je 406,131 mg na 0,573 g vzorca. Delez izraCunane
najnizje vsebnosti antibiotika glede na predpisano koncentracijo je 101,5%. Delez
izraCunane najnizje koncentracije glede na izracunano koncentracijo antibiotika je 99,4%,

najvisje pa 100,6%.

Preglednica XVI: Velikost inhibicijskih con standarda in vzorca na 2. plos¢i.

Standard Sample 1

Ime standarda midecamicin Ime vzorca Macropen tablete

St. serije MID - 1 8t. serije

Rok uporabnosti Rok uporabnosti

Ass. pot. 0.995 mg / mg Ass. pot. 400 mg/0.573 g

Pre-dil. 1 25.12 mg/ 50 ml Pre-dil. 1 0.57275 g/ 1000 ml

Pre-dil. 2 2ml/ 50 mi Pre-dil. 2 1ml/20 ml

Doses S1 S2 S3 ||Doses T1 T2 T3
(1) 22.42 | 25.66 | 28.76 (1) 22.43 | 25.65 | 28.83
2 22.43 | 25.61 | 28.80 @ 22.50 | 25.74 | 28.89
(3) 22.43 | 25.66 | 28.80 (3) 22.47 | 25.74 | 28.89
(4) 22.38 | 25.76 | 28.88 4) 22.43 | 25.72 | 28.81
(5) 22.39|25.71 | 28.75 (5) 22.43 | 25.62 | 28.76
(6) 22.43 | 25.63 | 28.76 (8) 22.46 | 25.62 | 28.74
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Preglednica XVII: Prikaz izracunane vsebnosti midekamicina na 2. plosci.

Sample 1
Ime vzorca Macropen tablete
(mg/0.573 g) | Lower limit| Estimate | Upper limit
Potency 399.931 |[(402.364)| 404.812
Rel. to Ass. 100.0% | (100.6%) | 101.2%
Rel. to Est. (99.4% | 100.0% | (100.6%)

IzraCunana vsebnost antibiotika je 402,364 mg na 0,573 g vzorca. Delez izraCunane
najnizje vsebnosti antibiotika glede na predpisano koncentracijo je 100,6%. Delez
izraCunane najnizje koncentracije glede na izra¢unano koncentracijo antibiotika je 99,4%,

najvisje pa 100,6%.

1. + 2. ploséa:
p=0,021

Preglednica XVIII: Prikaz izra¢unane vsebnosti midekamicina na obeh ploscah.

Weighted combination
(mg/0.573 g) | Lower limit| Estimate | Upper limit
Potency 402.659 |(404.307) | 405.962
Rel. toAss. | 100.7% | (101.1%) | 101.5%
Rel. to Est. (99.6%) | 100.0% | (100.4%

Slika 14: Interval zaupanja.

p- vrednost je 0,021. Ker je vrednost manjSa od 0,1 uporabimo utezno kombinacijo
(weighted combination) - intervali zaupanja se prekrivajo. IzraCunana vsebnost antibiotika
je 404,307 mg na 0,573 g vzorca. Delez izraCunane najnizje vsebnosti antibiotika glede na
predpisano koncentracijo je 101,1%. DeleZ izracunane najniZje koncentracije glede na
izratunano koncentracijo antibiotika je 99,6%, najvi§je pa 100,4%. Statisti¢ni parametri so
znotraj predpisanih meja zato je test veljaven. Vzorec po deklaraciji proizvajalca ustreza

predpisu.
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1. plos¢i.

4.2. Mikrobiolosko doloc¢anje fenoksimetilpenicilina
Preglednica XIX: Velikost inhibicijskih con standarda in vzorca na
Standard Sample 1
Ime standarda Penicillin v Potassium Ime vzorca Ospen tablete 1 000 000 i.e.
St. serije PEN - 1 St. serije V 03984
Rok uporabnosti Rok uporabnosti [31. 3. 2011
Ass. pot. 1519 IE / mg Ass. pot. 1000000 IE/1.066727 g
Pre-dil. 1 32.87 mg/ 50 ml Pre-dil. 1 0.53336 g / 500 ml
Pre-dil. 2 1 ml/100ml Pre-dil. 2 1ml/ 100 ml
Doses S1 S2 S3 Doses T1 T2 T3
(1) 17.76 19.55 21.45 (1) 18.07 19.90 21.95
2) 17.70 19.60 21.47 (2) 18.09 19.97 21.97
(3) 17.74 19.60 21.44 (3) 18.08 19.90 21.90
(4) 17.79 19.61 21.45 (4) 18.02 19.92 21.92
(5) 17.82 19.55 21.50 (5) 18.09 19.91 21.89
(6) 17.79 19.51 21.50 (6) 18.08 19.94 21.89
Il = e
| ’ i
/ o
zr/’ f,r’
| ..-}/ //
/
/ :

Slika 15:

plosca.

Krivulji, kjer sta standard in vzorec predstavljena skupaj, se ne ujemata. Sipanje vrednosti

je preveliko.

Krivulji standarda in vzorca skupaj, krivulja standarda in krivulja vzorca - 1.

Preglednica XX: Velikost inhibicijskih con standarda in vzorca na 2. plosci.

Standard Sample 1

Ime standarda Penicillin v Potassium Ime vzorca Ospen tablete 1 000 000 i.e.

St serije PEN - 1 St. serije V 03984

Rok uporabnosti Rok uporabnosti |31. 3. 2011

Ass. pot. 1519 1E/ mg Ass. pot. 1000000 IE/1.066727 g

Pre-dil. 1 32.87 mg /50 ml Pre-dil. 1 0.53342 g / 500 ml

Pre-dil. 2 1 mi/100ml Pre-dil. 2 1 ml/ 100 ml

Doses S1 82 S3 Doses T1 T2 T3
(1) 17.60 19.10 | 20.65 (M 17.99 19.56 21.23
(2) 17.62 19.13 20.79 (2) 17.95 19.52 21.20
(3) 17.64 | 19.14 | 20.80 (3) 17.98 | 1949 | 21.11
(4) 17.63 19.14 20.78 (4) 17.99 19.55 21.15
(5) 1759 | 19.10 | 20.78 (5) 18.01 19.55 | 2114
(6) 17.60 19.12 20.75 () 18.02 19.58 21.10
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All samples Standard Sample 1
Penicillin v Polassium Qapan tabists 1000000 e

Slika 16: Krivulji standarda in vzorca skupaj, krivulja standarda in krivulja vzorca - 2.
plosca.

Krivulji, kjer sta standard in vzorec predstavljena skupaj, se ne ujemata

1. + 2. ploséa:
p = 10,000

Slika 17: Interval zaupanja.

p- vrednost je ni¢na. Krivulji na grafu, kjer sta standard in vzorec predstavljena skupaj, se
ne ujemata (tako na prvi kot na drugi plosci). Intervali zaupanja se med seboj ne prekrivajo
- zaradi prevelikih razlik med obema plos¢ama. Na tej stopnji analizo zavrnemo. Rezultate

vsebnosti fenoksimetilpenicilina v zdravilu zanemarimo, saj niso veljavni. Test zavrnemo.
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4.3.
4.3.1. Prvo

Preglednica XXI: Velikost inhibicijskih con standarda in vzorca na 1. plosc¢i.

Citanje

Mikrobiolosko dolo¢anje amoksicilina

Standard Sample 1

Ime standarda | Amoxicillin trihydrate Ime vzorca Hiconcil 250 mg / 5 ml

St. serije AM - 1 $t. serije V03979

Rok uporabnosti Rok uporabnosti |02/2011

Ass. pot. 0.862 mg / mg Ass, pot. 250mg /5 ml

Pre-dil. 1 29 mg /25 mi Pre-dil. 1 5 ml /250 ml

Pre-dil. 2 1ml/50 ml Pre-dil. 2 1ml/50ml

Doses S1 S2 83 | [Doses T T2 T3
(1) 17.57 | 19.45 | 21.39 (1) 17.45 | 19.26 | 21.05
(2) 17.62 | 19.40 | 21.37 (2) 17.42 | 19.25 | 21.05
(3) 17.70 | 19.47 | 21.33 (3) 17.42 | 19.26 | 21.02
(4) 17.73 | 19.53 | 21.40 (4) 17.43 | 19.26 | 21.02
(5) 17.75 | 19.55 | 21.39 (5) 17.45 | 19.27 | 21.05
(6) 17.59 | 19.55 | 21.39 (6) 17.40 | 19.29 | 21.05

All samples

Amaaxicillin tritydrates

Standard Sample 1

ieancil 250 mg / 5 mi

P

Slika 18: Krivulji standarda in vzorca skupaj, krivulja standarda in krivulja vzorca - 1.

plosca.

Krivulji, kjer sta standard in vzorec predstavljena skupaj, se ne ujemata.

Preglednica XXII: Velikost inhibicijskih con standarda in vzorca na 2. plosci.

Standard Sample 1

Ime standarda | Amoxicillin trihydrate Ime vzorca Hiconcil 250 mg / 5 ml

&t. serije AM - 1 $t. serije V03979

Rok uporabnosti Rok uporabnosti |02/2011

Ass. pot. 0.862 mg / mg Ass. pot. 250mg /5 mi

Pre-dil. 1 29 mg /25 mi Pre-dil. 1 5ml /250 ml

Pre-dil. 2 1ml/50 ml Pre-dil. 2 1ml/50ml

Doses 81 S2 S3 ||Doses T1 T2 T3
(1) 17.60 | 19.46 | 21.41 (1) 17.47 | 19.22 | 21.01
(2) 17.50 | 19.40 [ 21.36 (2) 17.44 | 19.23 | 20.98
(3) 17.54 | 19.40 | 21.27 (3) 17.46 | 19.23 | 21.02
4) 17.60 | 19.41 | 21.28 (4) 17.45 | 19.22 | 21.01
(5) 17.60 | 19.39 | 21.28 (5) 17.45 | 19.24 | 21.03
(6) 17.61 | 19.39 | 21.29 (6) 17.43 | 19.23 | 21.03
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All samples Standard Sample 1
Arncudcillin trihydrate fHiconcil 250 mg / 5 mi|

}

Slika 19: Krivulji standarda in vzorca skupaj, krivulja standarda in krivulja vzorca - 2.
plosca.

Krivulji, kjer sta standard in vzorec predstavljena skupaj, se ne ujemata.

1. + 2. plos¢a:
p =0,000

Preglednica XXIII: StatistiCen prikaz parametrov, ki kaZejo na variabilnost rezultatov.

Source of variation Degrees of freedom Sum of squares Mean square F-ratio Probability
Preparations 1 0.368044 0.368044 315.918 0.000 (**)
[Regression) 1 80.0080 80.0080 >1000 D.ooo ()
Non-parallelism 1 0.0468167 0.0468167 40.186 0.000 (™)
Non-linearity 2 0.00542222 0.00271111 2.327 0.123

Standard 1 0.00537778 0.00537778 4.616 0.044 (9
Sample 1 1 4.44444E-05 4.44444E-05 0.038 0.847
Quadratic curvature 1 0.00320000 0.00320000 2.747 0.113
Lack of quadratic fit 1 0.00222222 0.00222222 1.907 0.182
Treatments 5 80.4283 16.0857 >1000 0.000  (**)
Rows 5 0.00736667 0.00147333 1.265 0.317
Columns 5 0.00193333 0.000386667 0.332 0.888
Residual error 20 0.0233000 0.00116500
Total 35 80.4609 2.29888

Slika 20: Interval zaupanja.

p- vrednost je ni¢na. Krivulji na grafu, kjer sta standard in vzorec predstavljena skupaj, se
ne ujemata (na prvi in drugi plosci). Zaradi prevelike razlike med obema plos¢ama se
intervali zaupanja ne ujemajo. Variabilnost rezultatov je posledica izvedbe postopka,

statisti¢no pa se to pokaze v parametrih regresije in paralelnosti. Parametra sta oznacena z
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zanemarimo, saj niso veljavni. Test zavrnemo.

4.3.2. Drugo citanje

Preglednica XXIV: Velikost inhibicijskih con standarda in vzorca na 1. plos¢i.

in sta zato statisticno signifikantna. Rezultate vsebnosti amoksicilina v zdravilu

Standard Sample 1

Ime standarda | Amoxicillin trihydrate Ime vzorca Hiconcil 250 mg /5 ml

St. serije AM - 1 St. serije V03979

Rok uporabnosti Rok uporabnosti [02/2011

Ass. pot. 0.862 mg / mg Ass. pot. 250mg /5 ml

Pre-dil. 1 29 mg /25 ml Pre-dil. 1 5ml/ 250 ml

Pre-dil. 2 1 ml/ 50 ml Pre-dil. 2 1 ml/50 ml

Doses S1 S2 83 ||Doses T1 T2 T3
(1) 16.15 | 18.12 | 20.13 (1) 15.99 | 18.04 | 20.17
(2) 16.12 | 18.12 | 20.05 (2) 16.09 | 18.03 | 20.05
(3) 16.19 | 18.20 | 20.19 (3) 16.08 | 18.16 | 20.00
(4) 16.10 | 18.15 | 20.16 (4) 16.16 | 18.16 | 20.10
(5) 16.24 | 18.23 | 20.23 (5) 16.10 | 18.14 | 20.05
(6) 16.27 | 18.27 | 20.20 (6) 16.12 | 18.16 | 20.17

Preglednica XXV: Prikaz izraCunane vsebnosti amoksicilina na 1. plosci.

Sample 1
Ime vzorca Hiconcil 250 mg / 5 ml
(mg/5 ml) Lower limit| Estimate |Upper limit
Potency 240.534 | (243.551) | 246.606
Rel. to Ass. | 96.2% | (97.4%) 98.6%
Rel. to Est. | (98.8%) | 100.0% | (101.3%

Izracunana vsebnost antibiotika je 243,551 mg na 5 ml vzorca. Delez izraCunane najnizje
vsebnosti antibiotika glede na predpisano koncentracijo je 97,4%. Delez izracunane
najnizje koncentracije glede na izraCunano koncentracijo antibiotika je 98,8%, najvisje pa

101,3%.

Standard
Amaxicillin tribydrate

All samples Sample 1

IHiconcil 250 mg / 5 mi

Slika 21: Krivulji standarda in vzorca skupaj, krivulja standarda in krivulja vzorca - 1.

plosca.

54



Krivulji, kjer sta standard in vzorec predstavljena skupaj, se ujemata.

Preglednica XXVI: Velikost inhibicijskih con standarda in vzorca na 2. plosci.

Standard Sample 1

Ime standarda | Amoxicillin trihydrate Ime vzorca Hiconcil 250 mg / 5 ml

St. serije AM - 1 St. serije V03979

Rok uporabnosti Rok uporabnosti |02/2011

Ass. pot. 0.862 mg / mg Ass. pot. 250 mg /5 ml

Pre-dil. 1 29 mg /25 ml Pre-dil. 1 5 ml /250 ml

Pre-dil. 2 1 ml/50ml Pre-dil. 2 1ml/50 ml

Doses S1 S2 S3 ||Doses T1 T2 T3
(1) 16.65 | 18.71 | 20.69 (1) 16.57 | 18.58 | 20.65
(2) 16.69 | 18.65 | 20.62 (2) 16.57 | 18.48 | 20.52
(3) 16.60 | 18.63 | 20.67 (3) 16.52 | 18.57 | 20.52
(4) 16.60 | 18.63 | 20.67 (4) 16.57 | 18.57 | 20.53
(5) 16.62 | 18.63 | 20.66 (5) 16.60 | 18.54 | 20.56
(6) 16.74 | 18.70 | 20.67 (6) 16.65 | 18.61 | 20.64

Preglednica XXVII: Prikaz izraCunane vsebnosti amoksicilina na 2. plos¢i.

Sample 1
Ime vzorca Hiconcil 250 mg / 5 ml
(mg/5 ml) Lower limit| Estimate | Upper limit
Potency 240.448 | (242.493) | 244555
Rel. to Ass. 96.2% [ 97.0% ) 97.8%
Rel. to Est. | (99.2% | 100.0% | (100.9%)

Izracunana vsebnost antibiotika je 242,493 mg na 5 ml vzorca. Delez izraCunane najnizje
vsebnosti antibiotika glede na predpisano koncentracijo je 97,0%. DeleZ izracunane

najnizje koncentracije glede na izraCunano koncentracijo antibiotika je 99,2%, najvisje pa

100,9%.

All samples Standard

Amaxicillin tribydrate

Sample 1
Hiconci 250 mg /5 mi

Slika 22: Krivulji standarda in vzorca skupaj, krivulja standarda in krivulja vzorca - 2.
plosca.

Krivulji, kjer sta standard in vzorec predstavljena skupaj, se ujemata.
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1. + 2. ploséa:
p = 0,547

Preglednica XXVIII: Prikaz izracunane vsebnosti amoksicilina na obeh plos¢ah.

Weighted combination
(mg/5 mi) Lower limit| Estimate | Upper limit
Potency 241.184 | [242.827) | 244.480
Rel.toAss. | 96.5% | (97.1%) 97.8%
Rel.toEst. | (©9.3% | 100.0% | (100.7%)

Slika 23: Interval zaupanja.

p- vrednost je 0,547. Izberemo utezno kombinacijo, saj je p- vrednost ve¢ja od O,1.
IzraCunana vsebnost amoksicilina je 242,872 mg na 5 ml vzorca. Delez izracunane
vsebnosti glede na predpisano koncentracijo je 97,2%, s spodnjo mejo 96,5% in zgornjo
97,8%. Intervali zaupanja se ujemajo, krivulji na grafu standarda in vzorca se prekrivata.
Zaradi veljavnih statisticnih parametrov je test veljaven. Vzorec ustreza zahtevam, ki jih

proizvajalec predpisuje v deklaraciji.
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5. RAZPRAVA

Za mikrobiolosko dolofanje vsebnosti midekamicina, fenoksimetilpenicilina in
amoksicilina v antibioti¢nih zdravilih, smo uporabili metodo difuzije, ki jo za tovrstne
meritve doloca tudi Evropska farmakopeja. Metoda je namre¢ natan¢na in daje zelo dobre
rezultate (Ce bi test opravili z metodo HPLC bi bili rezultati primerljivi, vendar pa ta

metoda za tovrstna merjenja ni predpisana).
5.1. Mikrobiolosko dolo¢anje midekaminicina

Intervali zaupanja se med seboj ujemajo — plosc¢i po rezultatih ne odstopata dosti. Krivulji
na grafu standarda in vzorca se prekrivata. ManjSe odstopanje v ploscah je posledica
napak, ki so se pojavile pri delu. Faza redCenja je lahko tista, ki vpliva na spremembe,
predvsem zaradi ¢loveSkega faktorja. Nenatancno pipetiranje v tej fazi lahko v neki meri
vpliva na konéni rezultat vsebnosti antibiotika v zdravilu. Kljub vsemu so bile inhibicijske
cone dobro definirane in berljive, tudi za neizkuSenega bralca. Razmerje med gostoto
inokuluma in koncentracijo antibiotika v jamici je bilo ustrezno. Gostota inokuluma mora
sicer biti taka, da je rob inhibicijske cone dovolj oster, hkrati pa bakterije ne preras¢ajo
vanjo. Koli¢ina suspenzije bakterij, s katero smo inokulirali gojisce, je bila 2,4 ml. Pri
izbrani koncentraciji antibiotika so nastale dokaj velike inhibicijske cone (od 22,38 do
28,89 milimetrov). S tega vidika je bila prisotna manj$a variabilnost pri merjenju. Ce bi
dobili manjSe inhibicijske cone, bi spremembo v premeru tezje opazili, kot pri merjenju
vecjih inhibicijskih con, kjer se vpliv ¢loveSkega faktorja zmanjsa.

IzraCunana vsebnost antibiotika je 404,307 mg na 0,573 g vzorca. Delez izraCunane
najnizje vsebnosti antibiotika glede na predpisano koncentracijo je 101,1%. Delez
izraCunane najnizje koncentracije glede na izra¢unano koncentracijo antibiotika je 99,6%,
najvi§je pa 100,4%.

Dobljeni rezultati, obdelani s programom Combistats, statisticno ustrezajo predpisanim

zahtevam. Vzorec je ustrezen. Test je veljaven.
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5.2. Mikrobiolosko doloc¢anje fenoksimetilpenicilina

Intervali zaupanja se med seboj ne prekrivajo. Statisticni parametri so pokazali
signifikantno razliko med prvo in drugo plosco. Krivulji na grafu, kjer sta standard in
vzorec predstavljena skupaj, se ne ujemata. Meritvi obeh plosS¢ sta razli¢ni. V postopku
smo verjetno naredili ve¢je Stevilo manjSih napak, ki so bistveno vplivale na rezultat. Pri
red¢enju, standarda in vzorca, smo v fazi predrecenja uporabili red¢itev 1 ml/100 ml. S to
osnovno raztopino smo pripravili ostale raztopine. Majhna napaka pri predredcCitvi bi
pomenila veliko odstopanje koncentracij kon¢nih raztopin. Napaka je lahko storjena pri
pipetiranju. Uporabljali smo steklene pipete. Pri nekaterih je po pipetiranju v njih preostal
volumen raztopine (v obliki kapljic na steni pipete). Ce je prislo do nenatanéno od¢itanega
meniskusa raztopine v bucki (posebno pri predrecenju) se razlika med paralelno
pripravljeni raztopinami Se poveca. Koncentracija kon¢nih raztopin odstopa od izraCunane
vrednosti. Inhibicijske cone na prvi plos¢i se razlikujejo od tistih na drugi plos¢i. Razliko
med plos¢ama lahko ustvarjamo tudi v ostalih fazah. Pri razlivanju gojis¢a je lahko prislo
do neenakomerne globine plasti. Vsi ti faktorji so vplivali na to, da so v kon¢ni fazi nastale
slabo definirane inhibicijske cone. Dodatno smo, zaradi neizkuSenosti, naredili napako pri
merjenju inhibicijskih con. Citanje smo dvakrat ponovili, plo¢a je medtem stala na sobni
temperaturi. Bakterije so sCasoma zacele preras€ati v samo podrocje inhibicijskih con. Te
so postajale slabSe definirane. Pogojem sta sicer bili izpostavljeni obe plosci, a napake pri
merjenju lazno zmanjSanih inhibicijskih con ne gre zanemariti. Kljub vsemu sklepamo, da
je bila klju¢na napaka storjena v sami pripravi vzorca in standarda, predvsem pri
pipetiranju, kar je vplivalo na nastanek slabo definiranih inhibicijskih con. Test je

neveljaven.

5.3. Mikrobiolosko dolo¢anje amoksicilina
izvajali razli¢ni osebi.
5.3.1. Prvo Citanje

Intervali zaupanja se ne ujemajo, saj je razlika med plos¢ama prevelika. Krivulji standarda

in vzorca se ne prekrivata. V postopku smo naredili napako/-e.
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5.3.2. Drugo Citanje

Drugo ditanje izvede oseba s 15 leti izkuSenj na tem podro¢ju. Rezultati se bistveno
razlikujejo. Intervali zaupanja se ujemajo, krivulji na grafu standarda in vzorca se
prekrivata. IzraCunana vsebnost amoksicilina je 242,872 mg na 5 ml vzorca. Delez
izraCunane vsebnosti glede na predpisano koncentracijo je 97,2%, s spodnjo mejo 96,5% in

zgornjo 97,8%. Zaradi veljavnih statisticnih parametrov je test veljaven.

Ocitno gre tako veliko razliko med rezultati iskati prav v nacinu ¢itanja inhibicijskih con.
Ta faza ima tako velik vpliv na statisticne parametre, da lahko odlo¢i o sami
(ne)veljavnosti testa. Nastale inhibicijske cone so bile slabse definirane, vzrok za to pa gre
deloma iskati v sami izvebi vseh faz testa. Oseba, ki je izvajala prvo Citanje, je brez
izkusenj, medtem ko druga oseba dnevno izvaja tovrstve meritve. Opazimo razliko med
izmerjeno velikostjo inhibicijskih con med obema plo§¢ama. Ta znaSa okoli 1,4 mm. Faza
merjenja je subjektivna. Pred meritvijo se moramo odlociti, kje je tista meja, ki jo
uposStevamo kot rob inhibicijske cone. Ta ocena ni vedno lahka in kaZze na izkuSenost
tistega, ki Cita rezultate. Vidimo, da so rezultati med plos¢ama drugacni tudi glede njihove
razprSenosti. Na prvi plos¢i so veliko bolj variabilni, tudi zavoljo dokaj majhnih
inhibicijskih con (od 17,40 do 21,40 mm), kar natan¢nost neizkusenega bralca Se poslabsa.
Paziti moramo, da merjenje izvajamo ob primerni svetlobi, nekaj centimetrov nad ¢rnim
ozadjem. Napako naredimo, ¢e merimo izven direktne svetlobe, ki sije na plosco.

Vse ugotovitve kazejo na pomembnost izkuSenosti pri Citanju slabse definiranih
inhibicijskih con, ki nastanejo kot posledica slabse izvedbe testa. Priprava, tehtanje
sestavin in vsi postopki do €itanja posredno vplivajo na rezutat testa, saj dolocijo obliko

inhibicijskih con.
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6. ZAKLJUCEK

V tej diplomski nalogi smo doloc¢ali vsebnost u€inkovine v antibioti¢nem zdravilu. Skusali
smo izboljsati zanesljivost, v fazi Citanja, izmerjenih rezultatov. Osredotocili smo se na
dolocevanje vsebnosti antibiotikov v treh razli¢nih zdravilih z namenom, da ugotovimo
njihovo jakost in terapevtsko uporabnost. Z dobro izvedbo smo skusali doseci izboljSanje
berljivosti inhibicijskih con, kar pa nam je uspelo le na primeru dolocanja midekamicina.
Ce primerjamo metodo difuzije z turbidimetri¢no metodo, ugotovimo, da sta obe metodi
hitri in enostavni za izvedbo. Metoda difuzije je poCasnejSa, saj za analizo potrebujemo 2
dni, pri turbidimetri¢ni pa 1 dan. Ce bi uporabili turbidimetri¢no metodo, bi imeli tezave z
interferencami, ki bi se kot primesi pojavile v vzorcu. Tezave bi predstavljala tudi
morebitna motnost in obarvanost vzorca. Ker smo delali z majhnim Stevilom vzorcev smo
za analizo uporabili metodo difuzije. Da bi jo izvedli ¢imbolje, smo se osredotocili na
faktorje, ki vplivajo na analizo in kon¢ni rezultat. Predvsem ima velik vpliv gostota
inokuluma. Ta vpliva na ostrino inhibicijskih con. Pomembna faza je priprava raztopin in
pipetiranje, saj je tu velika moznost ¢loveske napake. Zmotimo se lahko tudi pri raCunanju
koncentracij posamezne raztopine. Metoda v celoti zahteva veliko rocnega dela, pri
katerem je pomembno, da smo natan¢ni in dosledni. Vsi ti faktorji vplivajo na to ali bodo
nastale inhibicijske cone dobro definirane ali ne. To v veliki meri vpliva na fazo Citanja in
na konéno vrednost rezultatov. Ce so cone nejasne bo neizkusen bralec tezko ocenil njihov
premer. Rezultati so v tem primeru neuporabni. S pridobivanjem izkuSenj je napak, ki jih
naredimo pri merjenju, manj. Ce bi Zeleli metodo izboljsati, bi izboljsanje te faze bistveno
pripomoglo k manjsi variabilnosti rezultatov, ki so posledica merjenja inhibicijskih con. V
ta namen sicer obstajajo optimizirane aparature, ki so natan¢ne, vendar le v primeru, da so
inhibicijske cone pravilne okrogle oblike, kar pa se v praksi ne zgodi vedno. Da bi metodo
torej bolje izvedli, bi morali izboljsati vse predhodne faze, ki imajo vpliv na obliko
inhibicijskih con. NajpomembnejSa je sama natan¢nost izvedbe testa. Poleg tega bi v
gojisce lahko dodali ve¢ hranil - bakterije bi zato lepSe rasle ter ne bi prerascale v samo
inhibicijsko cono. PravilnejSe oblike bi lahko dosegli, ¢e bi uporabljali mikroorganizme
vrhunske kakovosti, katerih kvaliteta se s ¢asom ne bi spreminjala (v inokulumu pa bi bila
dodana koli¢ina zato vedno ista). Ob tej predpostavki bi lahko lazje dolocili razmerje med
antibiotikom in gostoto inokuluma ter s tem dosegli ustrezen premer in obliko inhibicijske
cone. Na ta nacin bi bile primerne za branje z avtomatsko napravo za ¢itanje, mi pa bi se s

tem izognili roénemu ¢itanju rezultatov.
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Kljub vsemu metoda daje zelo dobre rezultate. Njena uporaba je predpisana z Evropsko in
Amerisko farmakopejo. Tako se uporablja tudi v uradnem kontrolnem laboratoriju,
delujocem v okviru Javne agencije RS za zdravila in medicinske pripomocke, ki izvaja
nadzorstvene naloge glede kakovosti zdravil v Sloveniji. Uporabna vrednost metode je

velika, zato je tudi zelo razsirjena in uporabna v Stevilnih izvedbah.
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