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1. BEVEZETES

Az antimikrobialis rezisztencia vizsgalatanak egyik kiemelt jelent6éségli modszere a
minimalis gatlé koncentracio (MIC) meghatarozas elvén alapuld, taplevesben, 37 °C-on és
24 oras inkubacios idével torténd vizsgalat. Amennyiben a minimalis baktericid
koncentraciot (MBC) szeretnénk meghatdrozni, akkor annak inkubacids ideje 72 ora.
Evolucios és koszelekcios vizsgalati modszerek esetén viszont sziikség lehet ezt meghalado,
akar 10-12 napos vizsgalatokra. Ilyen modszer példaul a Microbial Evolution and Growth
Arena (MEGA) plate, ahol az antibiotikumok tapkozegbe keriilnek bekeverésre. A
szakirodalom azonban meglehetdsen szegényes az antibiotikumok stabilitdsanak vizsgalatat
tekintve kiilonboz6 tapkozegek esetén, a legtobb vizsgalat vizes alapt torzsoldatokban,
fagyaszto és ultramélyhiitd hdmérsékleten, valamint extrém koriilmények kozott vizsgalja

az egyes hatdanyagok stabilitasat.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A kromatografias vizsgalatok alapjai

Az antibiotikumok detektalasahoz leggyakrabban hasznalt mdédszer a magas nyomasu
folyadékkromatogratia (HPLC), melyet altalaban tomegspektrométerrel, UV vagy
fluoreszcens detektorral egészitenek ki. A folyadékkromatografia soran a vizsgalt mintat egy
mozgo folyékony fazisba vezetik. A minta ezutan keresztiilhalad az oszlopon, és az 4ll6 fazis
segitségével a molekuldk szétvalasztodnak. Tomegspektrometria esetén ezeket a
molekuldkat ionizaljak, és a tomegiik alapjan azonositjak 6ket. A HPLC tovabbfejlesztett
valtozata az ultramagas nyomasu folyadékkromatografia (UHPLC), mely kedvez6bb

tulajdonsagai révén pontosabb eredményeket adhat rovidebb id6 alatt [1].

Napjainkban a nanofolyadék kromatografia is egyre nagyobb teret nyer. Ez egy
miniatiirizalt folyadékkromatografids technika, melynek soran a molekuldk elvalasztasa
nagyon vékony atmérdju kapillarisokban torténik. A mozgdé folyadék fazis nagyon alacsony
aramlési sebességgel rendelkezik, melynek koszonhetden az eljards sordn nagy

érzékenységgel meghatarozhaté az adott molekula tomege [2].

A kromatografias médszerek koziil fontos megemliteni a gdzkromatografiat is, melynek
soran a mozg6 fazis gaz halmazallapota. A folyadékkromatografiaval szemben elonye, hogy
gyorsabb, nagyobb hatékonysaggal valasztja szét a molekuldkat, és konnyebb
spektrofotometrias meghatarozast tesz lehetové. Hatranya ugyanakkor, hogy a vizsgalt
molekulanak megfeleld mennyiségben a gaz halmazallapott fazisba kell jutnia hd hatésara,
ennek kovetkeztében pedig hostabilnak kell lennie. A nagy méretii és nagyon polaris
molekuldk nem alkalmasak az ilyen vizsgdlatra. Emiatt a kiilonb6zé antibiotikumok

azonositasaban sokkal ritkabban hasznalt modszer [3].

2.2. A vizsgalt hatoanyagok allategészségiigyi jelentésége és stabilitasa
2.2.1. Az amoxicillin

Az amoxicillin egy p-laktam antibiotikum, mely egy széles spektrumu, mind a Gram-
pozitiv €s a Gram-negativ baktériumok ellen hatékony hatéanyag [4]. Az amoxicillinnek
kiemelt jelentdsége van az allatorvoslasban, emellett pedig terdpids indexe nagy, €s sokféle
gyogyszerformaban elérhetd. Ugyanakkor, széles korti felhasznaldsa egyre inkabb
hozzajarul a rezisztens baktériumok kiszelektalodasahoz [5]. Kedvezdé farmakokinetikai
tulajdonsdgai nagyban hozzijarultak a széleskorli felhasznéldsdhoz a baromfidgazatban.

Id6fiiggd baktericid hatasmodja miatt egy ideig igen hatékonynak bizonyult Escherichia coli



(E. coli) és Staphylococcus fajokkal szemben, és hatékonysagat a mai napig megoérizte
Clostridium és Streptococcus fajok okozta fertézések kezelésében a brojlercsirkeagazatban.
Baromfifélék esetén a legkedvezdbb a per os beadasi mod ivovizbe keverve, viszont az
amoxicillin esetében tobb tényezot is figyelembe kell venni ennek soran, gy mint az
oldhatosagot vagy a hatoanyag stabilitasat [6]. Fokozott felhasznalasa a rezisztencia
kialakulasanak novekedéséhez vezetett, kiilondsen az E. coli esetében, mely leggyakrabban
mar rezisztens az aminopenicillinekkel szemben [7]. Az altalunk vizsgalt hatéanyagok koziil
az amoxicillin stabilitdsarol all rendelkezésre a legtébb informacidé a szakirodalomban.
Stabilitasa vizes oldatokban a szerkezetével magyarazhatod, a B-laktdm gylrli ugyanis
érzékeny a hidrolizisre, melyet még inkabb megnovel az, ha az oldat pH-ja eltérd az
amoxicillin izoelektromos pontjatél. Ezen kiviil a hdmérséklet is jelentds hatdssal van

stabilitasara [4].

Tobb vizsgalat is azt mutatja, hogy -20 °C-on torténd tarolas mellett az amoxicillin
vizes alapu torzsoldatai viszonylag stabilnak tekinthetdk akar harom honapon keresztiil is [8,
9]. Ezzel szemben Lugoboni és mtsai. -20 °C-on minddssze 20 napig tartod stabilitast
figyeltek meg, mely utan jelentés csokkenést tapasztaltak a  hatdanyag
koncentracidjaban [4]. Vahdat és mtsai. -13,5, -9,8 és -7,3 °C-on vizsgaltak az amoxicillin
stabilitasat foszfat- (pH=7) és acetat- (pH=4,6) puffereckben, valamint sosavat (HCI)
tartalmaz6 (pH=2) oldatokban. A puffer rendszerekben akér tobb 100 6ran keresztiil is stabil
maradt a hatébanyag, kevesebb mint 10%-o0s bomlast mutatva. A HCI-t tartalmazo6 kozegben
ez jelentdsen csokkent, mindhdrom hémérsékleten kicsivel tobb mint 50 6rdig Orizték meg

az oldatok az eredeti koncentracio legalabb 90%-at [10]. A tarolasi hémérsékletet 0 °C f61é

emelve jelentds valtozas figyelhetd meg az amoxicillin stabilitdsdban. Binson és mitsai.

crer

crer

mértékii bomlast tapasztaltak. Ezentul azt is tapasztaltak, hogy a hdmérséklet novelésével

szintén csokken az amoxicillin stabilitasa [11].

Azonos hémérséklet esetén a pH is meghatarozo tényezd. Vizes oldatokat vizsgalva az
amoxicillin stabilitdsa jelentOsen eltér kiilonb6z6 kémhatasa kozegekben. 37 °C-on, 1,2-es
pH-ju oldatban az amoxicillin felezési ideje tobb mint 6 ora, mig 7,4-es pH-ji kdzegben ez
az érték a sokszorosara is n6het [12]. Amennyiben nem felezési id6t vizsgalunk, hanem azt,

hogy mennyi ideig Orizte meg az oldat az eredeti koncentracid 90%-at, mely érték alatt
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altalanossagban mar nem tekintik stabilisnak az oldatot, akkor ezek az id6tartamok még
rovidebbek. Fawaz és mtsai. kisérletiikben azt talaltak, hogy ez az érték vizes kdzegben 4 °C-

on 80,3 ora, 25 °C-on 24,8 o6ra és 37 °C-on mindossze 9 ora [13].

A leghosszabb id6n keresztiil, 17 napig Hahne és mtsai. vizsgaltak az amoxicillin vizes
oldatainak stabilitasat kiilonboz6 kozegekben (0,9%-os sooldat, csapviz, desztillalt viz,
acetat-puffer, foszfat-puffer, hangyasavat (HCOOH) tartalmazo oldat) 20 °C-on. 6 nap utan
jelen az oldatokban, a 17. napra pedig ez az érték mar kevesebb volt mint 10%. Ugyanakkor,
fiziologias sdoldatban, 4 °C-on, fénytdl védett helyen egyaltalan nem tapasztaltak bomlast a

vizsgalat ideje alatt [14].

2.2.2. A cefotaxim

A cefotaxim egy harmadik generacids cefalosporin, amely széles antibakterialis
spektrummal rendelkezik, és kiilonosen hatékony a Gram-negativ aerob baktériumokkal
szemben [15]. A harmadik (és negyedik) generacios cefalosporinok multirezisztens Gram-
negativ baktériumok okozta fertdzések kezelésére is alkalmasak, igy az Egészségligyi
Vilagszervezet (WHO) kritikus fontossagli antibiotikumok listajan szerepelnek [16]. A
brojlercsirkék esetében korabban rendkiviil gyakran alkalmaztak harmadik generacios
cefalosporinokat in ovo vagy subcutan formaban 1 napos korban annak érdekében, hogy
csokkentsék az E. coli okozta elhullasokat. Ez valdszintisitheten drasztikus mértékben
hozzajarult a hatéanyagcsoporttal szembeni rezisztens E. coli torzsek szamanak

novekedéséhez, amelyek napjainkban mar kdzegészségiligyi veszélyt is jelentenek [17, 18].

A cefalosporinokrol altalanossagban kijelenthetd, hogy szilard halmazéllapotban
megfeleld stabilitassal rendelkeznek, vizes kozegben azonban kiilonb6z6 bomlastermékekre
hidrolizadlnak. A hatéanyag bomlasa a kozeg hOmérsékletétdl fligg, mely annak
emelkedésével novekszik [19]. A cefotaxim gyenge stabilitasa vizes kdzegben kémiai
szerkezetével magyarazhatd, a B-laktdm gylirti konnyen hidrolizal kiilonb6z6 vizes alapu
oldészerek hatasara [15]. A cefotaxim oldatai fagyasztas mellett rovid ideig maradnak

stabilak, -20 °C-on torténé tarolas mellett mar 1 hét utan is jelentds, tobb mint 20%-o0s

crer

A cefotaxim szobahdmérsékleten (25 °C) valo stabilitdsa tekintetében a szakirodalmi
adatok hasonlé eredményeket mutatnak. Az els6 néhany oOrdban viszonylag stabilnak

tekinthetok az oldatok. Gaspar és mtsai. vizsgalataikban azt talaltdk, hogy az els6 4 6érédban



a cefotaxim kevesebb mint 20%-a bomlott el [19], Loeuille és mtsai. pedig 6 oraig tartd
stabilitast mértek [20]. Qureshi és mtsai. azt tapasztaltak, hogy 30 ora alatt 30%-0s volt a
bomlas. Megfigyelték azt is, hogy a bomlés az elsé 5 6raban volt jelentdsebb mértékii, ezutan
lassult, a tizedik ora utan pedig az értékek nem valtoztak [21]. Igbal és mtsai. kiilonb6z6
koncentracioban jelenlévé makromolekulakat tartalmazo oldatokban vizsgaltak a cefotaxim
stabilitasat 25 °C-on. Abban az oldatban, ahol kisebb volt a makromolekulak koncentracidja
13%-o0s bomlast tapasztaltak 72 ora alatt, nagy koncentracié esetén ez az érték viszont a
duplajara nétt. gy kijelenthetd, hogy a cefotaxim stabilitasat a nagy koncentracidban

jelenlévé makromolekuldk is befolyasoljak [22].

2.2.3. Az enrofloxacin

Az enrofloxacin a fluorokinolonok kozé tartozd szintetikus antibiotikum, mely kivalo
hatékonysaggal rendelkezik a Gram-negativ baktériumok és néhany Gram-pozitiv baktérium
ellen [23]. Hatasmechanizmusa a bakterialis DNS-szintézis gatlasan alapszik, az ehhez
sziikséges DNS giraz és topoizomeraz IV. enzimeket gatolja [24]. Az enrofloxacin széles
korben hasznalt antibiotikum kiilonb6zd baromfifélékben. Kivalo tulajdonsagainak (per os
beadasi mdd, koncentraciofiiggd baktericid hatdsmod, kivald hatékonysag a Gram-negativ
baktériumok ellen) kdszonhetden alkalmas E. coli okozta fert6zések kezelésére pulykak és
csitkék esetében. Nagyfoku felhasznaldsa azonban a rezisztencia egyre novekvo
terjedéséhez vezetett, emiatt a WHO a fluorokinolonokat a kritikus fontossagu

antibiotikumok koz¢é sorolta [25].

A szakirodalomban talalhat6 vizsgalatok alapjan az enrofloxacin vizes oldatai stabilnak
tekinthetdk. Okerman és mtsai. -20 °C-on torténd tarolds mellett 6 honapon keresztiil
vizsgaltak az enrofloxacin vizes oldatanak stabilitasat, és mindegyik mérés alkalmaval az
eredeti gyogyszerkoncentracio tobb mint 90%-at mérték [9]. Ezzel szemben Llorca és mtsai.
hasonld koriilmények kozott 2 hét utdn azt tapasztaltdk, hogy a hatdanyag eredeti
vizsgaltak az enrofloxacin vizes oldatait szobahdmérsékleten. Mind csapvizben, mind pedig

savas kozegben (pH=3,3) stabilnak talaltak az oldatokat még a 7. napon is [26].

Petritz és mtsai. szintén vizes oldatokat vizsgaltak a kisérletiikben kiilonb6z6
édesitoszerekkel kiegészitve. A kisérlet 56 napon keresztiil zajlott, melynek sordn az
enrofloxacin minden esetben megoérizte stabilitasat [27]. Park és mtsai. 28 napon keresztiil

vizsgaltak az enrofloxacin 0,9% natrium-kloridot (NaCl) tartalmaz6 oldatat dexametazonnal



kiegészitve szintén szobahdmérsékleten. Az eredmény ebben az esetben is hasonld az el6z6

kisérletekhez, az enrofloxacin a kisérlet teljes ideje alatt stabil maradt az oldatokban [28].

2.2.4. A florfenikol

A florfenikol egy szintetikus, sz¢éles spektrumi antibiotikum, mely az 50S riboszémalis
alegységen gatolja a bakterialis fehérjeszintézist, bakteriosztatikus hatast kifejtve. Igen
sokféle bakterialis fertzés kezelésére alkalmazzak az allatorvoslasban mind tarsallatokban
mind pedig haszonallatokban [29, 30]. Széles antibakterialis spektruma, kivalo
hatékonysaga és alacsony toxicitasa miatt az egyik legelterjedtebben hasznalt hatdéanyag a
baromfiagazatban. Sokszor alkalmazzak kiilonb6z6 enteralis fertézések, igy példaul E. coli

okozta megbetegedés kezelésére is [31].

A florfenikol vizes oldatainak stabilitdsar6l nagyon kevés elérhetd szakirodalmi adat all
rendelkezésre. Elsdsorban olyan vizsgalatok dallnak rendelkezésre, melyek extrém
koriilmények (példaul rendkiviil magas homérséklet) kozott vizsgaltdk az oldatok
stabilitasat. Batrawi és mtsai. florfenikolt és flunixin-meglumint tartalmazé oldatokat
vizsgaltak, tobbek kozott a pH és hdmérséklet fliiggvényében. Erdsen savas kdzegben, 40 °C-
on 2 nap alatt a hatéanyag 10,5%-a bomlott el a kisérletiikkben. Ezzel szemben erésen bazikus
kozegben mar szobahdmérsékleten is 2 Ora alatt a hatdanyag 26%-os bomlasat tapasztaltak.
A florfenikol kifejezetten jol ellenallt a magas hdmérsékletnek hosszu ideig, 75 °C-on, 14
nap alatt a hatdéanyag mindossze 7,5%-a bomlott el [32].

Franje és mtsai. is hasonld eredményeket tapasztaltak magas hdmérsékleten.
Kloéramfenikol, tiamfenikol és florfenikol vizes oldatait vizsgaltdk 100 °C-on 2 o6ran
keresztiil. A harom hatéanyag koziil a florfenikol volt a legstabilabb, ugyanakkor
mindharom esetben kevesebb mint 20%-o0s bomlast tapasztaltak 2 6ra alatt, igy ezen a

homérsékleten is viszonylag hostabilnak talaltak a florfenikolt [33].

2.2.5. AKkolisztin

A kolisztin (polimixin E) a kationos polipeptidek csoportjaba tartozo antibiotikum, mely
széles spektruml hatékonysdggal rendelkezik a Gram-negativ baktériumokkal szemben, a
bakterialis sejtmembran detergensszeri leoldasa révén [34]. Toxicitasa miatt a human
gyogyaszatban sokdig nem hasznaltak, azonban a multirezisztens Gram-negativ baktérium
torzsek terjedése miatt el6térbe keriilt, mint az utolsé vonalbeli terapia része; a Kritikus
fontossagu antibiotikumok kozé sorolt hatdéanyag [35]. A kolisztin igen elterjedt szer az

allatorvoslasban colibacillosis kezelésére élelmiszertermeld allatok, igy baromfi esetében is,



per 0s beadasi formaban, kolisztin-szulfatként. Hosszabb tava kezelések soran a kolisztin
akkumuldlodhat a gastrointestinalis traktusban, ezzel hozzajarulva a rezisztens

baktériumtorzsek kialakulasahoz [34].

A kolisztin szerkezetét tekintve egy ciklikus heptapeptidet tartalmaz, amelyhez egy
tripeptid oldalldnc kapcsolodik, amihez egy zsirsav kotddik az N-terminuson. A kolisztin két
f6 komponense a kolisztin A (polimixin E1) és a kolisztin B (polimixin Ez), melyek csak egy
zsirsavban kiilonboznek egymastol [36]. Peptid révén stabilitasat az alabbi reakciok
befolyasolhatjak: oxidacid, redukciod, hidrolizis, B-eliminacid és racemizacio [37]. Orwa és
mtsai. kimutattdk, hogy a kolisztin vizes oldataiban mind savas mind pedig bazikus pH
esetén a racemizacio jatssza a legnagyobb szerepet a vegylilet instabilitasaban [38]. Vizes
oldatai -20 °C-os tarolas mellett rendkiviil hosszu ideig, akar tobb tiz évig is stabilnak
tekinthetok [39]. A szakirodalomban talalhatdo adatok alapjan a kolisztin vizes oldatai
magasabb homérsékleten is stabilnak tekinthetdk, a stabilitast sokkal inkabb az adott oldat

pH-ja befolyasolja, mint a kdrnyezeti hdmérseklet.

Li és mtsai. a kolisztin vizes oldata esetén 4 °C-on torténd tarolas mellett még 60 nap
utan is stabilnak talaltdk az oldatot. 37 °C-on szintén stabil volt az oldat, 120 6raig nem
vizsgaltak a stabilitasat, melynek pH-ja koriilbeliil 1,5 egységgel volt magasabb a vizben
mért érteknél. Ebben az esetben mar jelentds csokkenést mértek a kolisztin
kiilonb6zd pH-kon mérték a kolisztin oldatainak stabilitasat. Savas kozegben a kolisztin
felezési ideje tobb ezer Oras értékeket mutatott, ugyanakkor 7,4-es pH-n ez a szdm 70 ora
koriil mozgott. A legnagyobb stabilitast 3,4-es pH esetén tapasztaltak. 50 °C-on és 60 °C-on
1s megvizsgaltak az oldatok stabilitdsat savas (pH=1,4) és bazikus (pH=7,4) kdzegben. A
kiilonbség ezekben az esetekben is jelentds volt, savas pH esetén a felezési id6 tobb szaz éra

volt, mig a bazikus oldatokban ezek az értékek drasztikus csokkenést mutattak [38].

Pfeifer és mtsai. kolisztint, amfotericin B-t és tobramicint tartalmazo szuszpenzios
oldatok stabilitasat vizsgaltak 5,3-5,8 pH kozott. 2-8 °C-on torténd tarolas mellett legalabb
mar nem volt stabil kolisztinre nézve [40]. Barco és mtsai. vizsgalatai soran vérplazmaban
6 ora alatt 13%-0s, tobbszords fagyasztas-felolvasztas soran 4%-os, négy hetes vizsgalat

soran -80 °C-on 11%-o0s, -20 °C-on pedig 8%-os bomlast allapitottak meg [41].
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2.2.6. A neomicin

A neomicin az aminoglikozidok koz¢ tartozd széles spektrumu antibiotikum, mely
kifejezett hatékonysaggal rendelkezik mind a Gram-pozitiv, mind a Gram-negativ
baktériumokkal szemben. Aminoglikozid révén a bakteridlis fehérjeszintézist gatolja a 30S
riboszomalis alegységen, nem valodi fehérjeszintézis gatld, hiszen ,,fals” fehérjék beépiilését
eredményezve akadalyozza a megfeleld transzlaciot [42]. A neomicin gyakran hasznalt szer
a haszonallatok esetében kiilonb6z0 enteralis és kiilsOleges fertdzések kezelésében.
Leggyakrabban per o0s beadasi modon, takarmanyba vagy ivovizbe Kkeverve
alkalmazzak [43]. Ivovizbe keverve altalaban so6 formajaban hasznaljadk neomicin-
szulfatként [44, 45]. A neomicin vizes oldatainak stabilitasarol nem all rendelkezésre

elérhet6 szakirodalmi adat.

2.2.7. Az oxitetraciklin

Az oxitetraciklin a tetraciklinek koz¢ tartozo széles spektrumu antibiotikum, mely
kifejezett hatékonysaggal bir mind a Gram-pozitiv, mind a Gram-negativ baktériumokkal
szemben. A tetraciklineket alacsony aruk és kivald antibakterialis tulajdonsdgaik miatt
eloszeretettel hasznaljak az allatorvoslasban, haszonallatok esetében is [46]. A
baromfiagazatban is igen gyakran hasznalt szerek, leginkdbb csirkék, pulykak és kacsak
légzdszervi, emésztérendszeri, valamint hugyuti fertdzései esetén alkalmazzak Oket.

Fokozott hasznalatuk azonban a rezisztens baktérium torzsek kialakulasahoz vezethet [47].

A tetraciklinek stabil molekuldknak tekinthet6k, ugyanakkor kifejezett hatast gyakorol
rajuk a homérséklet és a pH [39]. Az oxitetraciklin bomlasat ikerionos szerkezete miatt
alapvetden harom folyamat hatdrozza meg, a fény hatdséara torténé bomlas, az oxidacio,
valamint a hidrolizis. Vizes kozegben a stabilitdsat tovabb befolydsolja az oldat

hémérséklete, pH-ja és a fénynek valo kitettsége is [48].

A szakirodalomban a legtobb informacié az oxitetraciklin vizes oldatainak stabilitdsarol
-20 °C-on torténd tarolas mellett all rendelkezésre, az eredmények ugyanakkor rendkiviil
kiilonboznek egymastol. Két kisérlet is azt mutatja, hogy ezen koriilmények kozott hosszi
ideig stabilnak tekinthetdk az oldatok. Bar German és mtsai. kisérletiikben tobb tiz éves
oldatokat vizsgaltak és egyaltalan nem tapasztaltak szignifikans valtozast az oldatok
koncentracioiban [39], ezzel szemben Okerman és mtsai. vizsgalataban az 6todik honapra

crcr

mar 1 hét utan is tobb mint 20%-os csokkenést tapasztaltak az eredeti koncentraciohoz
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képest [8]. German ¢és mtsai. 2-8 °C-on is megvizsgaltak az oldat stabilitasat. Ebben az
esetben az oldat 1 hétig stabil volt, az oxitetraciklin koncentracidja nem csokkent
szignifikansan [39]. Sah és mtsai. az oxitetraciklin vizes oldatanak stabilitasat 37 °C-on
vizsgaltak. Ebben az esetben mar jelentds bomlas volt megfigyelhetd, a hatdanyag felezési

ideje mindossze 34 ora volt [49].

2.2.8. A potencialt szulfonamidok

A szulfametoxazol a szulfonamidok kozé tartozo szintetikus antibiotikum, melynek
hatasa a folsav-szintézis gatlasan alapszik. Széles antibakterialis spektrummal rendelkezik
mind a Gram-pozitiva mind a  Gram-negativ  baktériumokkal  szemben.
Diaminopirimidinekkel (pl. trimetoprim) kombindlva, melyek szintén a folsav-szintézist
gatoljak, jelentdsen novekszik a hatékonysaga a 1étrejovo szinergista hatas miatt [50, 51]. A
potencialt szulfonamidot (pl. szulfametoxazol-trimetoprim kombinacidt) az allatorvoslasban
elészeretettel hasznaljak bakteridlis fert6zések kezelésére, kivald antibakteridlis hatasa,
alacsony ara és konny( elérhetdsége miatt [52]. A baromfiagazatban is gyakran hasznalt

kombinacio kiilonb6z6 betegségek, igy példaul E. coli okozta colibacillosis kezelésére [53].

A szakirodalomban igen kevés elérhetd informéacio all rendelkezésre a szulfametoxazol-
trimetoprim kombinacio vizes oldatanak stabilitasarol. Khaleel és mtsai. kutatasukban
osszegezték a fellelheté informéciokat az infuziés oldatok stabilitasarél. Altalanossagban
elmondhat6, hogy minden vizsgalatban azt tapasztaltdk a kutatok, hogy minél nagyobb

értekekben ugyanakkor nagy kiilonbségek fordultak eld.

Khaleel és mtsai. sajat vizsgalataik sordn kiilonb6z0 higitasu oldatokat vizsgaltak 4 6ran
keresztiil, szobahémérsékleten, 5%-os gliikoz oldatban. HPLC analizissel azt tapasztaltak,
hogy minden oldat stabil volt 4 6ran keresztiil, és az eredeti hatdanyag koncentracio tobb
mint 98%-a megmaradt. Mikroszkdopos vizsgalattal ugyanakkor kristalyképzodést figyeltek
meg. Az 1:25 és 1:20 térfogatszazalékos (V/V %) higitas esetén az oldatok 4 6ran keresztiil
kristalykivalast tapasztaltak, igy azt csak 2 oran keresztiil talaltak stabilnak. Az 1:10 V/V %

higitasu oldat ilyen szempontbol nem volt stabil [54].

Hosszabb 1d6n keresztiil, 7 napig, Mclntyre és mtsai. vizsgaltdk a szulfametoxazol-
trimetoprim vizes oldatainak stabilitdsat szobahOmérsékleten savas pH mellett, valamint

csapvizben. Az  eredmények ugyanakkor nem  voltak megbizhatéak, a
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gyogyszerkoncentracié minden mérésnél kiilonbozo iranyba ingadozott, melyet a hatdanyag
egyenldtlen eloszlasanak tulajdonitottak. Savas kozegben viszont jelentds csokkenést
mtsai. trimetoprim ¢€s szulfadiazin kombinacidjanak oldatait vizsgaltdk kiilonb6zo
kozegekben (0,9%-os sooldat, viz, desztillalt viz, acetat-puffer, foszfat-puffer, HCOOH-t
tartalmaz6 oldat) 20 °C-on, 70 napig. Az oldatok minden esetben stabilnak bizonyultak, még

az utolsé vizsgalt napon is [14].

2.3.  Stabilitas vizsgalatok
2.3.1. A stabilitasvizsgalatokrol altalaban

A kiilonbozo antibiotikumok stabilitds vizsgalatanak egyik legfontosabb aspektusa
kideriteni, hogy a kdrnyezetben, igy a természetes vizekben, szennyvizben és a talajban
milyen hosszl ideig taldlhatok meg az antibiotikumok és azok maradvéanyai. Ez kiilonosen
fontos, hiszen az antibiotikumoknak valo kitettség a rezisztens patogének
kiszelektalodasahoz vezethet, melynek egészségiigyi kockazata jelentés [8]. Az
antibiotikumok vérplazmaban vald stabilitas vizsgalata is kiemelkedéen fontos, hiszen
ennek segitségével kideritheté, hogy az adott antibiotikum meddig ¢és milyen
koncentracidban van jelen a plazméban, igy pontosabb terapia alakithat6 ki, csokkenthetok

a mellékhatasok és a korhazban t61tott napok szama is [56].

2.3.2. Az egyes hatéanyagok stabilitasvizsgalata

Fabregat-Safont és mtsai. leirtdk, hogy az amoxicillin vizsgalataira szamos
kromatografias oszlop 1étezik, tgy, mint a C18, fenil alapt, monolit alapt, a HILIC. Az
olddszerek koziil a legjobbnak a viz és a metanol (MeOH) bizonyult [57]. Hsu és mtsai. 0,2
¢s 2 mg/ml koncentraci6 kozotti amoxicillin oldatokat vizsgaltak HPLC-vel
szobahdmérsékleten, melynek eredményeit mikrobioldgiai teszttel hasonlitottdk dssze; 99%-
os megbizhatdsagi szint mellett nem talaltak kiilonbséget a HPLC és mikrobiologiai teszt
kozott, igy a modszert alkalmasnak tekintették stabilitasi vizsgalatokra [58]. Atici és mtsai.
amoxicillin-klavulansavat tartalmazo oldatok elemzéséhez fejlesztettek egy HPLC
modszert. Ennek soran stabilitdas vizsgalatokat végeztek extrém koriilmények kozott
(rendkiviil magas hémérséklet, savas- €s bazikus hidrolizis, oxidativ koriilmények), melynek

soran az oldatokban 1év6 hatdoanyagok minden esetben instabilnak bizonyultak [59].

Seraissol és mtsai. tobb, az intenziv osztalyokon gyakran alkalmazott, antibiotikum

egyidejli maghatarozasara fejlesztettek ki egy HPLC modszert huméan szérumbol térténd
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méréshez, melynek soran vizsgaltak a hatoanyagok stabilitasat is. Ennek soran a cefotaxim
4 °C-on 3 napig volt stabil a szérumban, szobahdmérsékleten viszont mar csak 6 oOraig.
Fagyasztas soran jelentOsen megnétt a cefotaxim stabilitasa, -20 °C-on 3 honapig, -80 °C-
on torténd tarolas esetén pedig 6 honapig tartd stabilitast mértek [60]. Liu és mtsai. hidrofil
kolesonhatdson alapuld folyadékkromatografias modszert dolgoztak ki cefalosporinok
azonositasara, melynek soran stabilitasi vizsgalatot is végeztek. 70 °C-on 1 6ran keresztiil
inkubaltak a cefotaximot vizes oldatban, ezzel az (j moédszerrel is egyértelmii bomlast
tapasztaltak, melynek soran a cefotaxim hidrolizalt [61]. Cefotaxim esetén elGirjak a
szinstabilitdst is, ami a mindséget tiikrozi. Sun és mtsai. allofazisként oktadecilszilil
szilikagéllel, mozgofazisként dinatrium-foszfat oldattal, majd MeOH segitségével
vizsgaltak a cefotaxim oldatait. Megallapitottak, hogy vizes oldatban gyorsan elbomlik

(hidrolizis), és a szin mélyiilése a bomlas mértékével korrelal [62].

Chakravarthy ¢és mtsai. az enrofloxacin és bomlastermékeinek egyidejii
meghatarozasara fejlesztett ki egy HPLC modszert. Ennek soran extrém koriilmények kozott
(magas homérséklet, erdsen savas- ¢és bazikus kornyezet, oxidacid) vizsgaltdk az
enrofloxacin stabilitasat. A legtobb esetben az enrofloxacin stabilnak bizonyult, H2O>
hatdsara azonban enyhe foku bomlast figyeltek meg [63]. Batrawi és mtsai. az amoxicillin
¢és enrofloxacin egyidejli meghatarozasara hoztak létre egy HPLC mddszert. Ennek soran,
az el6zd kisérlethez hasonldan, extrém koriilmények kozott vizsgéltdk a kombindcid
stabilitasat. Az enrofloxacin esetén egy esetben sem tapasztaltak bomlast [64]. Metry és
mtsai. enrofloxacin oldatdt szobahdmérsékleten vizsgaltadk 28 napon keresztil HPLC
segitségével, a vizsgalati 1d6 alatt mind a kémiai stabilitas, mind a baktericid hatékonysag

megtartott maradt [65].

Evaggelopoulou ¢és mtsai. aranydurbincs szoveteiben vizsgaltak kiilonb6zo
antibiotikumokat, koztiik a florfenikolt, és ezek meghatarozasara hoztak létre egy HPLC
modszert. Ennek soran stabilitasvizsgalatokat is végrehajtottak. -18 °C-on az aranydurbincs
szoveteiben 2 hétig, és 3 fagyasztasi-olvasztasi cikluson keresztiill volt stabil a
florfenikol [66]. Batrawi és mtsai. florfenikol és flunixin-meglumin egyidejii stabilitas
vizsgalatara fejlesztettek ki modszertant, ennek soran a mozgé fazisként acetonitrilt (ACN)
¢s foszforsavat alkalmaztak, a 16 oras vizsgalati id6 alatt kevesebb, mint 2%-0S veszteséget
tapasztaltak [67]. Mistiri és mtsai. azt mutattak ki, hogy a florfenikol vizes oldatban
hidrolizis utjan bomlik [68].
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Kolisztin esetén Yuan és mtsai. mozgofazisként HCOOH-t és ACN-t hasznaltak, a
fehérjekotodés megakadalyozasa érdekében pedig 4%-0s triklor-ecetsavat alkalmaztak. Egy
honapon keresztiil 4 °C-on torténd tarolas soran maximum 13%-os bomlast tapasztaltak [69].
Matar és mtsai. MeOH-t és HCOOH-t hasznaltak a vizsgalatokhoz, a kolisztin torzsoldatat
vérplazmaban tobbszords fagyasztas-felolvasztasnak tették ki, és a hosszatava (20 nap)

stabilitasat is tesztelték, mely elfogadhato mértéki volt [70].

Adam és mtsai. poli-sztirol-divinil-benzol kopolimerrel t61t6tt oszlopon aranyelektroda
segitségével, pulzald elektrokémiai detektalas segitségével hataroztdk meg a neomicin
koncentraciojat, mozgofazishoz  natrium-szulfatot,  natrium-1-oktanszulfatot  és
foszfatpuffert alkalmaztak [71]. Mascher és mtsai. human szérumbo6l 66,6%-0s visszanyerést
mutattak ki [72]. Hanko és mtsai. sikeresen fejlesztettek egy anioncserélé oszlopot gyenge

kalium-hidroxid elualészer hasznalatdval a neomicin kiillonboz6 szennyezddéseinek

elkiilonitésére [73].

German ¢és mtsai.  divinil-benzol  kopolimert  hasznaltak  oxitetraciklin
stabilitasvizsgalatahoz, 1 hetes 2-8 °C-on torténd torzsoldat esetén nem volt szignifikans

mértékii a bomlas mértéke [39].

Rehm ¢és mtsai. szulfametoxazol-trimetoprimet vizsgalva azt talaltak, hogy plazméban
4 °C-on 72 6raig, szobahdmérsékleten 24 o6raig, -70 °C-on 6 honapig és a tdrzsoldatban -70
°C-on 12 hoénapig vizsgalva minden esetben 15% alatt volt a bomlas mértéke [74]. Mokhtar
és mtsai. trimetoprim és szulfametoxazol egyiittes folyadék-folyadék mikroextrakcios
mérését végezték el sikeresen, tigy hogy extrakcios kozegként perklorsavat adtak kaotrop
szerként [75].
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3. CELKITUZESEK

Jelen kutatas célja, hogy meghatarozzuk nyolc kiilonb6z6 antibiotikum torzsoldat és
azok taplevesben torténd tizes alapu higitasi soranak stabilitasat 37 °C-on, 12 napos
inkubacios id0 mellett. Az evolucios és koszelekcios vizsgéalatokhoz nélkiilozhetetlen
ismerni az altalaban 10-12 napos vizsgalati idot igényld vizsgalat mellett a tdpkozegben valo
hatéanyag stabilitast iS. A vizsgalt hatdanyagok koziil a cefotaximot leszamitva az dsszes
tobbi antibiotikum baromfifélékre engedélyezett hatéanyag. A baromfifélék esetén
kiilonésen nagy az antimikrobidlis rezisztencia aranya és terjedése, ami Kiterjed olyan
hatéanyagokra is, mint a 3-4. generacidos cefalosporinok, holott ezek nincsenek
engedélyezve baromfifélékre, mert csak injekcid6 formajaban alkalmazhatok, a
baromfidgazatban pedig elsdsorban az ivovizen €s takarmanyon keresztiili tomeges kezelés
elterjedt. Ettdl fiiggetleniil a velilk szembeni rezisztencia széles korben terjed, igy kiilondsen
fontos az eziranyu rezisztencia terjedési okanak felderitése, amihez hosszatavu in vitro
vizsgalatok sziikségesek, a hatdéanyag validalasa szempontjabol pedig tisztaban kell lenniink
azzal, hogy specialis koriilmények kozott ezek a hatdbanyagok mennyire bizonyulnak

stabilnak tapkozegben.
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4. ANYAG ES MODSZER
4.1. A hatoéanyagok és matrixok

A vizsgalt hatéanyagokbol torténé (Merck KGaA, Darmstadt, Németorszag)
torzsoldatok elkészitéséhez a Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI) leirasat
tisztasaggal bazisra korrigdltuk a torzsoldat készitésé¢hez sziikséges mennyiséget. A
torzsoldatot minden esetben 40 ml mennyiségben készitettiik el, mely a legtoményebb
higitas tizszeresét tartalmazta, a tokéletes oldédast minden esetben ultrahangos vizfiirdovel
biztositottuk. Ezt kovetden steril fiilke alatt 0,2 pm-es cellulozsziirén (VWR International,
LLC., Debrecen, Magyarorszag) atsziirtiik az oldatokat. Ezutan steril flilke alatt, steril 50
ml-es centrifugacsévekbe 18 ml tripton-szdja levest (TSB; Biolab Zrt., Budapest,
Magyarorszag) mértiink. Az els6 cs6h6z hozzamértiink a torzsoldatbol 2 ml-t, majd alaposan
szuszpendaltuk, ezzel elkészitve annak 10x higitasat, azaz a legtoményebb higitast. Ebbol
tovabb mértiink 2 ml-t egy kovetkezo csébe, alaposan szuszpendaltuk és igy tovabb, egészen
addig, amig a torzsoldatunk 10x, 100x, 1000x és 10000x higitasi sorat el nem készitettiik.
Ezutan mintat vettiink a torzsoldatbdl és mindegyik higitasbol, ezek lettek a nulla napos
(kiindulasi) mintdink. A centrifugacsoveket 37 °C-os termosztatba helyeztiikk és azonos
id6épontban, az 1., 2., 5., 7., 9. és 12. napokon mintat vettiink beldliik a HPLC méréshez,

amely minden esetben két parhuzamos mérés formajaban tortént.

Az amoxicillin hatéanyag esetén amoxicillin-trihidrat vegyliletet hasznaltunk, az
altalunk hasznalt batch certifikacios vizsgéalata bazisra szamitva 86,0%-0s tisztasagot
mutatott. A torzsoldatunkat bazisra készitettiik el, a célérték 10 000 pg/ml volt, ezt tehat
korrigalva a tisztasaggal 11 628 pg/ml torzsoldatot készitettiink, amit 0,1 mol/l foszfat puffer
oldat (pH 6) segitségével készitettiink el [76].

A cefotaxim hatdanyag esetén cefotaxim-natrium vegyltiletet hasznaltunk, az altalunk
hasznalt batch vizmentes bdazisra vetitve 89,1%-os tisztasdgu volt. A torzsoldatot erre
készitettiikk el, a célértek 5000 pg/ml volt, ezt korrigdlva 5612,5 pg/ml toérzsoldatot
készitettlink ultratisztitott viz (UPW) segitésével [76].

A neomicin hatéanyag esetén neomicin-szulfatot hasznaltunk, a batch tisztasaga szaraz
bazisra 60,9%-os volt. A torzsoldat célértéke 40 000 pg/ml volt, ezt korrigalva 65 680 pg/ml
koncentracioju torzsoldatot készitettiink UPW segitségével [76].
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Az oxitetraciklin 100%-os tisztasagi hatéanyag volt, a torzsoldatot 5000 pg/ml
koncentracioban készitettiik el, amit UPW-ben oldottunk fel [76].

A florfenikol hatéanyag esetén 99,6%-os tisztasdgu anyaggal dolgoztunk, a torzsoldat
célértéke 40 000 ug/ml volt, a tisztasaggal korrigalva 40 160 pg/ml torzsoldatot készitettiink
UPW és 5% mennyiségben 96%-os etanol segitségével [76].

Az enrofloxacin hatéanyag esetén a tisztasag 98%-os volt, a torzsoldatot 150 pg/ml
bemérésére volt szitkség. A beoldashoz UPW-t és 10% részben 0,1 mol natrium-hidroxidot
(NaOH) hasznaltunk [76].

A kolisztin hatéanyag esetén kolisztin-szulfat vegyiilettel dolgoztunk, a tisztasaga
1égszaraz bazisra 71,6%-0s volt. A torzsoldatot 2 500 ug/ml koncentraciora készitettiik,
ehhez korrekcidval 3 490 ug/ml vegyiiletet kellett bemérniink, amit UPW-ben oldottunk
fel [76].

A potencidlt szulfonamid esetén szulfametoxazol €s trimetoprim hatéanyagok 20:1
aranyu keverékét készitettiik el, elobbi esetén 19 047,5 ug/ml koncentracidoban, amihez a
99,9%-o0s tisztasaggal szamolva 19 066,5 pg/ml hatéoanyagot kellett bemérni, amit 5%-ban
2,5 mol NaOH-dal és meleg UPW-vel oldottunk be. Utobbi hatéoanyagot 952,5 pg/ml
koncentracioban kellett elkésziteniink, amihez 99,9%-os tisztasaggal szdmolva 953,8 pg/ml
hatéanyagot mértiink be, amit UPW-ben és 5%-ban 0,05 mol HCI-ben oldottunk fel. Az
elkészités soran az UPW mennyiségét megfelezve hasznaltuk fel a két komponens
beolddsdhoz, majd azok maradéktalan oldodasat kovetden a kettét Osszemértiik. Ezzel a

potencialt szulfonamid koncentracionk a torzsoldatban 20 000 pg/ml lett [76].

4.2. Minta elokészités

A kiilonb6z6 mérési napokon vett mintakat a HPLC mérés eldtt higitani kellett annak
érdekében, hogy a hatéanyagok megfelelé koncentracioban legyenek jelen. A higitdsok
részletes leirasat az 1. tablazat foglalja dssze. A higitott oldatokbol minden esetben kétszer

1 ml-t hasznaltunk fel a mérésekhez, tehat két parhuzamos mérés zajlott egyidében.

Az amoxicillin esetében a higitdshoz kizarolag UPW-t hasznaltunk, a cefotaxim
oldataihoz szintén UPW-t adtunk, melyek 1 ml-ét minden esetben kiegészitettiik 200 pl
MeOH-val. Az oxitetraciklin, és a potencialt szulfonamid oldatok higitasa is UPW-vel
tortént, az ezekbdl kimért 1 ml oldathoz 300 ul ACN-t adtunk. A potencialt szulfonamid

esetében kétféle higitast kellett késziteni, hogy a szulfametoxazol és a trimetoprim is a
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megfeleld koncentracié tartomanyban legyen a mérés soran. Az enrofloxacin eldkészitése

soran is UPW-t hasznaltunk a higitashoz, a mintak 1 ml-¢hez pedig 200 ul ACN-t adtunk.

A neomicin higitasahoz egy kiilon oldatot kellett késziteni, melynek Osszetétele
megegyezett az eluens Osszetételével. Ez az oldat lett az un. H-oldat, mely az aldbbi

Osszetétellel rendelkezett: 70% UPW +30% ACN + 0,1 V/V % heptafluoro-vajsav (HFBA).

A florfenikol oldatait H>O és ACN 3:1 aranyu elegyével higitottuk. A kolisztin esetében
az oldat higitdsa a hatéanyag koncentracigjatol fiiggott. 10 pg/ml koncentracié folott a
higitas kizarélag UPW-vel tortént, ez alatt az érték alatt ACN és H2O 4:1 ardnyu elegyét
hasznaltuk, melyet 0,2 V/V % HCOOH-val egészitettiink ki.

1. tablazat A minték el0készitése soran alkalmazott higitasok

Hatéanyag Térgsoldat 10x-es 100x-o0s 1000x-es 10000x-es
higitas higitas higitas higitas
Amoxicillin 25000x 5000x 500x 100x 10x
Cefotaxim 100000x 10000x 1000x 100x 50x
Neomicin 100000x 10000x 1000x 100x 40x
Oxitetraciklin 100000x 10000x 1000x 100x 25x
Florfenikol 100000x 20000x 2000x 200x 40X
Enrofloxacin 2000x 200x 50x 10x 3x
Kolisztin 25000x 1000x 250x 50x 10x
Szulfametoxazol = 400000x 40000x 4000x 400x 100x
Trimetoprim 20000x 2000x 200x 50x 20x

4.3. Kalibracios oldatok készitése

A HPLC mérések soran 5 pontos kalibraciot alkalmaztunk, az oldatokat standard
higitasi sorokkal készitettiik el. Ezekbdl az oldatokbol a mintakhoz hasonldan szintén 1 ml-
t hasznaltunk fel a mérésekhez. A torzsoldatokhoz a hatdéanyagokat (Merck KGaA,
Darmstadt, Németorszag) minden esetben UPW-ben oldottuk fel kivéve a florfenikol
esetében, ahol MeOH-t alkalmaztunk. Mivel a potencialt szulfonamidot tartalmaz6 minta
esetében az elOkészités soran kétféle higitast kellett késziteni a két hatéanyagra nézve, ezért
a kalibracios oldatok a mérésnek megfelelden vagy szulfametoxazolt vagy trimetoprimet

tartalmaztak. Az oldatok higitasahoz és elokészitéséhez felhasznalt anyagok és modszerek
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teljes mértékben megegyeznek a mintak elokészitésének modszerével. A standard higitasi

crer

tartalmazza.

2. tablazat A kalibracids oldatok és torzsoldataik koncentracidja

1l.oldat 2.oldat 3.oldat 4.oldat 5. oldat

Hatoanyag Torzsoldat

Amoxicillin 100 pg/ml 500 200 100 50 20
Cefotaxim 1 mg/ml 100 50 20 10 5
Neomicin 1 mg/ml 1000 500 200 100 50
Oxitetraciklin 50 pg/ml 100 50 20 10 5
Florfenikol 1 mg/ml 500 200 100 50 20
Enrofloxacin 50 pg/ml 100 50 20 10 5
Kolisztin 2,5 mg/ml 500 200 100 50 20
Szulfametoxazol 50 pg/ml 100 50 20 10 5
Trimetoprim 50 pg/ml 100 50 20 10 5

4.4. A folyadékkromatograf és tomegspektrométer paraméterei

A mérésekhez SCIEX Exion LC™ 2.0 tipusit UHPLC rendszert hasznaltunk SCIEX
QTRAP 4500-as tripla kvadrupolus tdmegspektrometrids rendszerrel kapcsolva. A HPLC
mérés soran az allo fazis Merck Purospher® STAR RP-18 tipust oszlop volt minden

esetben 3 um-es szemcseatmérével.

A neomicin kivételével minden hatéanyagnal izokratikus elvalasztast alkalmaztunk,
tehat a mozgo fazis dsszetétele allando volt. A neomicin esetén gradiens elvalasztast kellett
alkalmazni annak érdekében, hogy a hatdanyagot megfelelé mértékben el lehessen
valasztani a tapoldattol, valamint a kapott kromatogram cstlicsa keskeny €s magas legyen.

A mozg6 fazisok idében valtozo dsszetételét a 3. tablazat tartalmazza a neomicin estén.
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3. tablazat A mozgo fazisok idében valtozo 0sszetétele neomicin esetén

t/ min %A %B
0 70 30
1 70 30
11 5) 95
12 5 95
13 70 30
15 70 30

A mintatartd hémérséklete minden mérésnél 5 °C volt. A 4. tablazatban, valamint az
5. tablazatban a kiilonboz6 hatéanyagok esetén alkalmazott beallitdsokat rogzitettilk. A
mozgofazisokhoz felhasznalt anyagok (Merck KGaA, Darmstadt, Németorszag) LC-MS

mindségliek voltak.

4. tablazat A kiilonboz6 hatéanyagok esetén alkalmazott bedllitdsok a HPLC mérés soran

Oszlop Oszlop Aramlasi  Injektalasi Meérési

atmérdje  homérséklete sebesség térfogat ido

(mm) °O) (ml/min) (ul) (min)
Amoxicillin 150x4,6 35 1,0 50 6
Cefotaxim 150x 3,0 45 0,8 25 7,5
Neomicin 100x4,6 30 0,3 25 15
Oxitetraciklin 150x 4,6 45 1,0 20 5
Florfenikol 150x 4,6 45 1,0 10 10
Enrofloxacin 100x4,6 45 1,0 10 6
Kolisztin 100x 4,6 30 0,5 50 6
Szulfametoxazol | 5q, 46 45 10 25 65
+ trimetoprim

21



5. tablazat A HPLC mérések soran alkalmazott elvalasztasok modja és a mozgotazisok
Osszetétele a kiilonbozd hatdoanyagok esetén

Mozgofazis dsszetétele

Hatoanyag Elvalasztas menete

HA” ,»,B”
Izokratikus; UPW
Amoxicillin 95% A” 5’% B +0,2V/IV% HCOOH  ACN
T ? + 5 mM NHsOOCH
Izokratikus; UPW
Cefotaxim Q0% A» 20v g | TOLV/V% HCOOH  MeOH
T ? + 5 mM NH;sOO0CH
. . UPW ACN
Neomicin Gradiens® +01VIV% HFBA  +0.1 V% HFBA
Oxitetraciklin Izokratikus; UpPWwW ACN
75% ,,A”, 25% ,,B” +0,1V/V% HCOOH +0,1 VIV% HCOOH
Izokratikus; UPW
Florfenikol 750 A 2’5% B +0,1V/V% HCOOH  ACN
T ” + 2 mM NHsOOCH
Izokratikus; UPW
Enrofloxacin 80% A” 2’0% B +0,1V/V% HCOOH  ACN
T ? + 2 mM NHsOOCH
Kolisztin Izokratikus; UpPwW ACN
20% ,,A”, 80% ,,B” +0,2 VIV% HCOOH +0,2 VIV% HCOOH
Szulfametoxazol = lzokratikus; UPW

+ trimetoprim

70% ,,A”, 30% ,,B”

+0,1VIV% HCOOH

ACN

*A mozg6fazisok idében valtozo Gsszetételét a 3. tablazat tartalmazza

Lultratisztitott viz

A tomegspektrometrias mérés soran az alkalmazott ionizacids modszer minden esetben

electronspray 1ionizacid volt pozitiv lizemmodban. A tomegspektrométer detektaldsi

paraméterei az ionforrds homérsékletének kivételével minden hatdéanyag esetében

megegyeztek. A gazok 40 psi (font/négyzethiivelyk) nyomassal 1éptek a rendszerbe, a

belépési potencial +10 V volt, a raadott fesziiltség esetén pedig 5500 V-os értéket

alkalmaztunk. Az ionforrds hdmérséklete a potencialt szulfonamid, a florfenikol, a kolisztin

¢és az enrofloxacin esetében 450 °C volt. Az oxitetraciklin esetén 600 °C, az amoxicillin és

neomicin detektaldsa sordn 650 °C, a cefotaxim mérésekor pedig 700 °C volt az ionforras

homérseklete. A gép altal vizsgalt ionatmenetek a 6. tablazatban taldlhatok meg, félkovérrel

az az ionatmenet jelolve, amely a legalkalmasabbnak bizonyult a méréshez a vizsgalatok

soran.
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6. tablazat A tomegspektrométer altal vizsgalt iondtmenetek

Hat6anyag

Amoxicillin

Cefotaxim

Neomicin

Oxitetraciklin

Florfenikol

Enrofloxacin

Kolisztin

Szulfametoxazol

Trimetoprim

Q1 mass

(Da)
383.000
383.000
366.000
456.200
456.200
456.200
615.500
615.500
615.500
308.400
461

461
375.2
375.2
377.2
377.2
360.400
360.400
585.6
390.9
578.5
386.2
254

254

291

291

'Q3 mass
(Da)

114.000
349.000
114.000
396.000
241.000
125.000
161.100
163.100
293.300
161.100
426

443

241
206.1
243
208.1
316.200
342.200
101.1
101.1
101.1
101.1
156

108

230

123

Azonosito

AMX NH; 1
AMX NH, 2
AMX prot
CFT1

CFT 2

CFT3

Neo-1

Neo-2

Neo-3

Neo-4

OTC1

OoTC2
FF-NH4-1
FF-NH4-2
FF-NH,;-3
FF-NHs-4

ENFX 1

ENFX 2
Polymyxin_E1-1
Polymyxin_E1-2
Polymyxin_E2-1
Polymyxin_E2-2
Sulfamethoxazole 1
Sulfamethoxazole 2
Trimetoprim 1

Trimetoprim 2

16
16
106
91
91
91
151
146
146
56
91
96
66
31
31
21
96
101
121
71
121

71
81
76
76

31
23
15
21
23
77
43
37
33
25
31
19
33
41
37
35
29
31
71
25
59
23
25
31
35
35

16
12
12
10
10
12
12
24
12
14
14
10

10
10
6
8
8
10

Ykvadrupol; 2deklaszterezédési potencial; %iitkozési energia; “cella elhagyasi ido
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5. EREDMENYEK

Az amoxicillin hatéanyag vizes oldata kétszer olyan stabilnak bizonyult, mint a TSB-
ben oldott hatéanyag. Az egyes higitasok minden esetben nagyon hasonldé hatéanyag
koncentracid csokkenési tendenciat kovettek. Atlagosan nézve, az 1. nap a kiindulasi
koncentracionak az 55,1%-a, a 2. nap 23,4%-a, az 5. nap 14,5%-a, a 7. nap a 10,9%-a, a 9.
nap 7%-a és a 12. nap 5,1%-a volt mérhet6 (1. abra).

X
2
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<
>
Z
<
O
o
<
an

2w

Torzsold %
=0=10 pg/ml | 100,0% 5,1%
|=o=1pg/ml | 100,0% | | 59%

1. abra Az amoxicillin térzsoldatanak és levesben torténd higitasi soranak hatdanyag-
koncentraci6 valtozasa 37 °C-os inkubaci6 mellett

A cefotaxim hatéanyag vizes oldata ¢s a TSB levesben elkészitett higitasi sora kozott
nem volt kiilonbség stabilitds szempontjabol. A higitasi sor atlagat nézve a kiindulési
hatéanyag koncentracionak az 1. nap a 72,7%-a, a 2. nap 43,7%-a, az 5. nap a 13,1%-a, a 7.

nap 8,2%-a, a 9. nap 4,8%-a és a 12. nap 3,6%-a volt kimutathato (2. abra).
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: 100.0%
=@==50 ug/ml | 100,0%
|m@m=5 g/ml | 100,0%

0,5 pg/ml 100,0%

2. abra A cefotaxim torzsoldatanak és levesben torténd higitasi soranak hatoanyag-
koncentrécio valtozasa 37 °C-os inkubacié mellett

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%

I's

HATOANYAG VALTOZAS (%)

I'e

30%
20%

7

10%

W
[—— pg/ml - 100,0%
0,5 pg/ml 100,0%

3. abra Az oxitetraciklin torzsoldatanak és levesben torténé higitasi soranak hatéanyag-
koncentracio valtozasa 37 °C-os inkubaci6 mellett

Az oxitetraciklin hatéanyag torzsoldata mar joval stabilabbnak bizonyult vizes

kozegben, mint a TSB-ben készitett higitasi sor. A higitasi sor 4tlagat nézve az 1. nap 75,8%-
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a, a 2. nap 46,6%-a, az 5. nap 10,6%-a, a 7. nap 4,6%-a, a 9. nap 2,3%-a és a 12. nap mar

csak 2%-a volt jelen a kiindulasi koncentracionak (3. abra).

110%
100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0% e 12. nap
Térzsoldat | 100,0% 1039% | 1057%
#=24000 pg/ml| 100,0% 97,4% 97,4%

| =@=400 pg/ml | 100,0% 1023% | 1023% | 103,7%
—=0=140 ug/ml | 100,0% 104,0% | 1038% | 1030%
|=®=4 pug/ml | 1000% | 100,1% 102,8% | 1041% | 102,2%

4

4, abra A florfenikol torzsoldatanak és levesben torténé higitasi soranak hatéanyag-
koncentraci6 valtozasa 37 °C-os inkubaci6 mellett
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A florfenikol hatdéanyag vizes oldata és a beldle késziilt higitasi sor TSB-ben nagyon
hasonl¢ stabilitdst mutatott a teljes vizsgalati id6 alatt, gyakorlatilag végig kozel 100%-0s
stabilitast figyeltiink meg a vizsgalat teljes ideje alatt a kiindulasi koncentraciohoz képest (4.

abra).

Az enrofloxacin hatéanyag vizes oldata esetén szintén nagyon hasonlé eredményeket
kaptunk, a torzsoldat a 2. napig nagyon stabilnak bizonyult, a higitasok atlagos
koncentracioja az 1. napra 98,1%-ra, a 2. napra 96,3%-ra csokkent. Ezt kovetéen hasonléan
csokkent a koncentracid, de a 12. napon még atlagosan 88,7%-a kimutathatd volt a

hatéanyagnak (5. abra).
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Torzsolda — E9.6%
|=6=15pg/ml | 100,0% 811% | 81,8%
|=@=0,15 ug/ml | 100,0% 858% | 864%
0,015 pg/ml| 100,0% 924% | 913% | 91,7%

5. abra Az enrofloxacin torzsoldatanak és levesben torténd higitasi soranak hatéanyag-
koncentraci6 valtozasa 37 °C-os inkubaci6 mellett

r

r

HATOANYAG VALTOZAS (%)

4

| 25 po/ml 100,0% 33,3%
|=8=2.5 ug/ml | 100,0% , 21,8%
0,25 ug/ml| 100,0% 3% | 265%

6. abra A kolisztin torzsoldatanak és levesben torténd higitasi soranak hatdanyag-
koncentracio valtozasa 37 °C-0s inkubaci6 mellett

27



A kolisztin hatéanyag vizes oldata esetén mar a 24 6ras inkubaciot kovetden jelentds
mértékii bomlast tapasztaltunk, ami fokozatosan csokkent és a 12. napra a kiindulési
hatéanyag koncentracionak a 40,5%-a volt mar csak jelen. A levesben higitott hatéanyag
gyorsabban bomlott, egy nap alatt atlagosan mar csak a kiindulasi koncentraciok 66,7%-a

volt jelent, a 12. napra pedig atlagosan 24,1%-a maradt (6. abra).
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Kiindulas 1. nap 2. nap 5. nap . nap 9. nap 12. nap

Torzsoldat SMX @ 1905 ng/ml 190,5 pg/ml 19,1 pg/ml 1,9 pg/ml
Torzsoldat TRM emsOmm 95 110/ml @=Omm 05 [1g/ml 0,95 pg/ml 0,095 pg/ml

SMX — szulfametoxazol; TRM - trimetoprim

7. abra A potencialt szulfonamid tdrzsoldatanak és levesben torténd higitasi soranak
hatéanyag-koncentracio valtozasa 37 °C-os inkubacié mellett

A potencialt szulfonamid esetén a szulfametoxazol hatéanyag vizes oldatanak
stabilitasa csak a 12. napon kezdett csokkenni (96,5%), a TSB-ben higitott hatdanyag atlagat
tekintve az 5. napon kezdett el bomlani (97,1%), de a 12. napra is csak 91,1%-ra csokkent a
koncentracidja. A trimetoprim hatéanyag nagyon hasonl6 tendenciat mutatott, a vizes oldata
a 12. napra minimalis bomlast mutatott (98,8%), a TSB-ben készitett higitasi sor pedig a
szulfametoxazolhoz nagyon hasonlé modon az 5. napra kezdett el csokkenni (97,4%), és a

12. napon a kiindulasi koncentracié 90,3%-a volt jelen (7. abra).

A neomicin torzsoldata viszonylag stabilnak tekinthet6 a teljes vizsgalati id6 alatt, az
ingadozasok mérési bizonytalansagbol szarmaznak. Az egyes higitasok atlagat nézve jol
latszik, hogy a TSB-ben jelentds mértékii bomlas figyelhetd meg az 1d6 fliiggvényében. Mar
egy napos inkubacio utan a hatéanyagnak csak a 71,8%-a volt jelen, amit egy fokozatos,
mérésenként atlagosan 10%-os hatdanyag csokkenés kovetett. A vizsgalati idé végére az

eredeti hatdanyag koncentracionak mar csak a 29,2%-a volt mérhet6 (8. abra).
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8. abra A neomicin torzsoldatanak és levesben torténd higitasi soranak hatdanyag-
koncentraci6 valtozasa 37 °C-os inkubaci6 mellett

A 7. tablazat Osszefoglalja az egyes hatoanyagok higitasi sor atlagara illesztett
logaritmikus trendvonalak egyenletét és magyarazoerejét, valamint nemparametrikus
statisztikai eljarassal vizsgaltuk, hogy az egyes mintdn szarmaztathatok-e ugyanazon
eloszlasbol. A szignifikans esetekben (p<0,05) legalabb az egyik minta sztochasztikus
dominanciaval rendelkezik egy masik minta felett.

7. tablazat Az atlagok logaritmikus trendvonalanak egyenlete és magyarazoereje, valamint
ezek nemparametrikus statisztikai Kruskal-Wallis H-proba tesztje

p-érték

Hatoanyag Egyenlet Magyarazoero

Nap Higitas
Amoxicillin y=-0,495In(x)+0,9096  R?=0,9363 <0,0001*  0,9784
Cefotaxim y=-0,548In(x)+1,0193  R?=0,9602 <0,0001* 0,5722
Neomicin y=-0,35In(x)+0,9881 R?=0,993 0,0011* 0,0001*
Oxitetraciklin y=-0,571In(x)+1,0413  R?=0,9468 <0,0001* 0,8379
Florfenikol y=0,0133In(x)+0,9875  R?=0,4948 0,3484 <0,0001*
Enrofloxacin y=-0,068In(x)+1,0128  R?=0,8609 0,0389*  0,0028*
Kolisztin y=-0,377In(x)+0,9575  R?=0,9828 <0,0001*  0,0054*
Szulfametoxazol y=-0,051In(x)+1,0346  R?=0,6164 <0,0001*  0,3279
Trimetoprim y=-0,047In(x)+1,0232 R?=0,6513 <0,0001* 0,1371

* szignifikéans kiilonbség (p<0,05)
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6. KOVETKEZTETESEK

Kutatasunk soran nyolc antibiotikum hatéanyag (amoxicillin, cefotaxim, neomicin,
oxitetraciklin, florfenikol, enrofloxacin, kolisztin ¢és szulfametoxazol-trimetoprim)
torzsoldatanak, valamint taplevesben elkészitett higitasi soranak stabilitdsat hataroztuk meg
37 °C-on, 12 napos inkubacids idé mellett.

Az amoxicillin esetén megallapitottuk, hogy a vizes alapt torzsoldat stabilabb, mint a
taplevesben higitott koncentraciok. Egy nap inkubaciot kovetden elobbi esetén a kiindulasi
koncentracionak mar csak 82,9%-a, utdbbi esetben atlagban 55,1%-a volt mérhetd. A 12.
napra mindkét esetben csupan kb. 5%-a maradt meg a hatdéanyagnak. A legtobb vizsgalat
vizes oldatat stabilnak talalta -20 °C-on 3 honap utan is [8, 9], ezzel szemben Lugoboni és
mtsai. 20 napig tarto stabilitast figyeltek meg, mely utan jelentds csokkenést tapasztaltak a
pufferoldatokban vizsgaltak az amoxicillin oldatait, melyekben t6bb, mint 100 o6ran
keresztiil stabil maradt a hatdanyag, azonban savas kézegben minddssze 50 oran keresztiil
maradt 90% felett a koncentracidja [10]. A hémérsékletet 0 °C folé emelve jelentds valtozas
figyelhetd meg a stabilitdsaban, Binson és mtsai. megallapitottdk, hogy a kiindulési
készitettek, annal nagyobb mértékli bomlast tapasztaltak, €s a homérséklet novelésével
szintén csokkent a stabilitas [11]. Az amoxicillin alacsony koncentracidinak bomlasa
pseudo-elsérendii kinetikat kovet [77]. Binson és mtsai. azt talaltak, hogy a nagyobb
koncentraciok gyorsabb mértékben bomlottak, 24 6ra utan az alacsonyabb koncentracidknal
13%-0s, a legnagyobb koncentracid esetén 83%-o0s volt a bomlas mértéke, 37 °C-on 24 6ras
allas hatasara az eredeti koncentracio 16%-ra csokkent [11]. Ezen kiviil a pH is meghatarozo,
37 °C-on, 1,2-es pH-ji oldatban az amoxicillin felezési ideje tobb, mint 6 6ra, mig 7,4-€s
pH-ju kozegben ez az érték a sokszorosara is néhet [12]. Az amoxicillin esetén kozismert,
hogy a B-laktam gytir(i érzékeny a hidrolitikus bontasra, amennyiben a pH jelentésen eltér
az izoelektromos (pH 4,8) ponttol [78]. Fawaz és mtsai. kisérletiikben azt talaltak, hogy
felezési ideje vizes kozegben 4 °C-on 80,3 ora, 25 °C-on 24,8 6ra és 37 °C-on mindossze
9 6ra [13]. Tarpia-Albarran és mtsai. jodometrias titralassal savas kozegben (pH 7,4) 37,1-
38,3 oraban hataroztak meg a felezési idejét [79]. Hahne és mtsai. 17 napig vizsgaltak 20 °C-

crer

mint fele volt jelen az oldatokban, a 17. napra pedig ez az érték mar kevesebb volt, mint
10% [14].
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A cefotaxim esetén nagyon hasonloan alakult a vizes torzsoldat és a taplevesben higitott
koncentréaciok stabilitdsa, egy nap inkubaciot kdvetden 70%-a, két nap alatt mar csak 40%-
a, a 12. napra pedig atlagban 3,6%-a volt mérheté a hatéanyagnak. Seraissol és
mtsai. eredményeik alapjan -20 °C-on 3 héonapig, -80 °C-on t6rténd tarolas esetén 6 honapig
tartd stabilitdst mértek, 4 °C-on mar csak 3 napig volt stabil a szérumban,
szobahdmérsékleten pedig 6 oraig [60]. Gros és mtsai. -20 °C-on mar 1 hét utan tobb, mint
20%-0s csOkkenést tapasztaltak [8]. A cefalosporinok szilard por formaban altalaban
stabilak, azonban vizes kozegben kiilonb6z6é bomlastermékekre hidrolizalnak és a
hémérséklet emelkedése is fokozza a bomlékonysagot [19]. A cefotaxim gyenge stabilitasa
vizes kozegben kémiai szerkezetével magyardzhato, a B-laktdm gylri ugyanis konnyen
hidrolizal [15]. Gaspar és mtsai. szobahémérsékleten azt talaltak, hogy az elsé 4 oraban a
cefotaxim kevesebb mint 20%-a bomlott el [19], Loeuille és mtsai. pedig 6 6raig tartd
stabilitast mértek [20]. Qureshi és mtsai. azt tapasztaltak, hogy 30 ora alatt 30%-0s volt a
bomlas [21]. Igbal és mtsai. kisebb koncentraciok esetén 72 ora alatt 13%-os bomlast, nagy
koncentraciok esetén ennek duplajat tapasztaltak [22].

A neomicin esetén a vizes torzsoldat viszonylag stabil volt a vizsgalat ideje alatt
(>90%). A taplevesben készitett higitasok esetén azonban mar 1 nap alatt jelentds mértékii
bomlast tapasztaltunk, ami atlagosan kozel 30%-o0s volt, ami a vizsgalat soran fokozatosan
tovabb csokkent, és a 12. napra a kiindulasi hatdanyagnak atlagosan mar csak a 29%-a volt
jelen. Mascher és mtsai. vizsgalataik soran human szérumbdl az eredeti neomicin
koncentracio 66,6%-at tudtak visszanyerni [72]. A vizsgalatainkhoz hasonlo torzsoldatban
vagy taplevesben végzett Osszehasonlitdo stabilitdsi vizsgdlat nem all rendelkezésre a
szakirodalomban.

Vizsgalataink sordn az oxitetraciklin esetén a vizes torzsoldat szintén stabilabbnak
bizonyult, két napos inkubaciot kovetéen 75%-a, 6t nap utan 50,6%-a, 12 nap utan 37,2%-a
volt mérhetd. A taplevesben készitett higitdsok atlagat tekintve két nap alatt mar csak 46,6%-
a, Ot nap utan 10,6%-a, a 12. napra pedig csupan 2%-a volt jelen a hatéanyagnak. German
¢és mtsai. 2-8 °C-on 1 hét alatt nem tapasztaltak szignifikans mértékii bomlast, és -20 °C-on
torténd tobb tiz éves tarolast kovetden sem tapasztaltak szignifikans valtozast az oldatok
koncentracioiban [39]. Ezzel szemben Okerman és mtsai. az 6t6dik honapra kozel 20%-0s
bomlast figyeltek meg [9], Llorca és mtsai. pedig mar 1 hét utan is tobb mint 20%-0S
csokkenést tapasztaltak az eredeti koncentraciohoz képest [8]. Sah és mtsai. vizes oldatat 37
°C-on vizsgaltak, és jelentds mértékii bomlas volt megfigyelhetd, a hatéanyag felezési ideje

minddssze 34 6ra volt [49].
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A florfenikol esetén a vizes torzsoldat és a taplevesben készitett higitasok IS nagyon
stabilnak bizonyultak, szinte a vizsgalat teljes ideje alatt kdzel 100%-ban kimutathat6 volt a
kezdeti koncentracidé mennyisége. Batrawi €s mtsai. szobahOmérsékleten vizes oldatat
vizsgalva 16 oOras vizsgalati id6 alatt kevesebb mint 2%-os bomlast figyeltek meg,
ugyanakkor erésen savas kozegben és 40 °C-on 2 nap alatt a hatéanyag 10%-a bomlott el,
erdsen bazikus kozegben mar 2 6ra alatt a hatdanyag 26%-os bomlasat tapasztaltak, viszont
75 °C-on 14 nap alatt a hatéanyag mindossze 7,5%-a bomlott el [32]. Franje és mtsai. is
hasonlé eredményeket kaptak, 100 °C-on kevesebb, mint 20%-os bomlast tapasztaltak 2 6ra
alatt [33]. Hayes és mtsai. florfenikol ivovizes oldatanak stabilitasvizsgalata soran azt
talaltak, hogy a kiinduldsi koncentraci6 tobb mint 90%-a megmaradt 24 Ora utan is
szobahémérsékleten [80].

Az enrofloxacin esetén hasonldéan alakult a vizes oldat és a taplevesben higitott
koncentraciok stabilitdsa, a 12. napra atlagban a kiindulasi koncentracié 88,7%-a volt
mérhetd. Okerman és mtsai. -20 °C-on vizes oldatat 6 honapon keresztiil vizsgalva az eredeti
koncentracié tobb mint 90%-at mérték [9], ezzel szemben Llorca és mtsai. hasonlo
koriilmények kozott 2 hét utan 20%-os bomlast tapasztaltak [8]. Metry és mtsai. vizes oldatat
szobahOmérsékleten vizsgaltak 28 napon keresztiil, és azt talaltdk, hogy stabilitdsat végig
megtartotta [65]. Szobahdmérsékleten Marx és mtsai. 7 napon keresztiil vizsgaltak vizes
oldatat, és stabilnak talaltak azt [26], Park és mtsai. vizsgalatai soran 28 napon keresztiil
[28], Petritz és mtsai. vizsgalata soran pedig 56 napon keresztiil meg0rizte stabilitasat [27].

A Kolisztin esetén a vizes torzsoldat koncentracidja mar az 1. napon a kiindulasi érték
89,2%-4ara csokkent, mely csokkenés fokozatosan folytatodott a 12. napig, 40,5%-ra. A
taplevesben készitett higitasok esetén nagyobb mérték{i bomlast tapasztaltunk végig, a 12.
napra atlagosan a kiindulasi koncentracio 24,1%-a volt kimutathatdé. German és mtsai.
vizsgalatai alapjan a vizes oldatai -20 °C-0s tarolas mellett akar tobb tiz évig is stabilnak
tekinthetok [39]. Yuan és mtsai. egy honapon keresztiil 4 °C-on torténd tarolas soran 13%-
os bomlast tapasztaltak [69]. Li és mtsai. vizes oldat esetén 4 °C-on torténd tarolas mellett

még 60 nap utan is stabilnak talaltak az oldatot, 37 °C-on 120 o6rdig nem tapasztaltak

crer

crer

csOkkenést mértek a koncentracigjaban [36]. Matar és mtsai. vérplazmaban tobbszoros
fagyasztas-felolvasztasnak tették ki 20 napon keresztiil, méréseik alapjan stabilitdsa
elfogadhato volt [70]. A kolisztin szerkezetét tekintve egy ciklikus heptapeptidet tartalmaz,
melyhez egy tripeptid oldallanc kapcsolodik, amihez egy zsirsav kotodik az N-terminuson.

Két f6 komponense a kolisztin A (polimixin E1) és a kolisztin B (polimixin E2) [36]. Peptid
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révén stabilitdsat az oxidacid, redukcio, hidrolizis, B-eliminacié €és a racemizacid
befolyasolja [37]. Orwa és mtsai. kimutattak, hogy mind savas mind pedig bazikus pH esetén
aracemizacio jatssza a legnagyobb szerepet a vegyiilet instabilitasaban [38]. Orwa és mtsai.
37 °C-on savas kozegben tobb ezer oras felezési idot tapasztaltak, ugyanakkor 7,4-es pH-n
ez a szam 70 ora koriil mozgott [38]. Pfeifer és mtsai. 2-8 °C-on torténd tarolas mellett
legalabb 6 honapig nem tapasztaltak bomlast, ugyanakkor 25 °C-on az oldat mar nem volt
stabil [40]. Barco ¢és mtsai. vizsgalataik soran vérplazmaban 6 ora alatt 13%-0s, tobbszoros
fagyasztas-felolvasztas soran 4%-os, négy hetes vizsgalat soran -80 C-on 11%-0s, -20 C-on
pedig 8%-os bomlast allapitottak meg [41].

A potencidlt szulfonamid esetén egyiitt mért szulfametoxazol ¢és trimetoprim
hatdanyagok stabilitdsa nagyon hasonldan alakult, bar vizes oldatuk stabilabbnak bizonyult,
elobbi esetén a 12. napra a hatéanyagnak még 96,5%-a, utobbinak 98,8%-a jelen volt. A
taplevesben gyorsabb bomlast tapasztaltunk, elobbi hatéanyagnal atlagban a 12. napra
91,1%-a, utobbi hatéanyagnak 90,3%-a volt mérhetd. Rehm és mtsai. szulfametoxazol-
trimetoprimot vizsgalva azt talaltak, hogy plazmaban 4 °C-on 72 6raig, szobahdmérsékleten
24 oraig, -70 °C-on 6 honapig, maga a torzsoldat pedig -70 °C-on 12 hénapig vizsgalva
kevesebb mint 15%-os mértéki bomlast mutatott [74]. Khaleel és mitsai.
szobahémérsékleten torténd vizsgalata soran 4 oran keresztiil stabilnak talaltak, az eredeti
hatéanyag koncentracio tobb mint 98%-a megmaradt [54]. McIntyre és mtsai. 7 napig vizes
oldatainak stabilitdsat szobahOmérsékleten savas pH mellett, valamint csapvizben
vizsgaltdk, bar a hatdéanyag valdszintisitett egyenldtlen eloszldsa miatt az eredmények
nagyon eltéréek voltak, savas kozegben jelentds csokkenést tapasztaltak [55]. Hahne és
mtsai. trimetoprim és szulfadiazin kombinaciojat vizsgaltak, 20 °C-on, 70 napig, az oldatok
fiziologias sooldatban, csapvizben, desztillalt vizben, foszfat pufferben és HCOOH-t
tartalmaz6 oldatban is végig minden esetben stabilnak bizonyultak [14].

Osszességében elmondhatjuk, hogy a térzsoldatok koziil a neomicin, a florfenikol és a
potencialt szulfonamid tekinthetd hosszi tdvon stabilnak vizes kozegben, 37 °C-0s
inkubacidé mellett. A taplevesben mar az 1 napos inkubacids id6 a hatéanyag koncentracid
atlagosan 50%-ra torténd csokkenését eredményezi amoxicillin, 70-75%-ra torténd
csokkenését eredményezi cefotaxim, neomicin, oxitetraciklin és kolisztin esetén.
Eredményeink figyelembevétele kiilondsen fontos az olyan 37 °C-on, taplevesben torténd
18-24 oras vizsgalatok esetén, mint a MIC meghatarozas, vagy a 72 ordas MBC

meghatarozas.
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7. OSSZEFOGLALAS

Napjaink egyik legjelentésebb problémaja az antimikrobialis rezisztencia terjedése,
amelynek vizsgalatdhoz minimalis gatld koncentracidé (MIC) és minimalis baktericid
koncentracié (MBC) érték meghatarozasokat végziink, 1 és 3 napos inkubacios id6vel. Az
evolucios és koszelekcios vizsgalatok pedig altalaban 10-12 napos vizsgalatokat igényelnek.
A szakirodalomban igen kevés informaci6 all rendelkezésre az antibiotikumok tapkozegben,
hosszabb ideig torténd stabilitasar6l. Kutatdsunk célja az volt, hogy nyolc kiilénboz6
antibiotikum t6rzsoldat (amoxicillin, cefotaxim, neomicin, oxitetraciklin, florfenikol,
enrofloxacin, kolisztin, potencialt szulfonamid) és azok taplevesben torténé 10-es alapt
higitasi soranak stabilitdsat meghatarozzuk 37 °C-on, 12 napos inkubécios id6 mellett.

Vizsgalatunk soran minden hatéanyagbdl 40 ml torzsoldatot készitettiink, amelyeknek
ezutan a 10-es alapu higitasi sorat tripton-szoja levesben (TSB) készitettiik el, majd 37 °C-
on inkubaltuk, mintat vettiink bel6luk az elkészitést kovetden kozvetleniil, valamint az 1.,
2.,5.,7.,9. és 12. napokon. A mérési napokon vett mintakat higitottuk, hogy a hatéanyagok
a méréshez megfelelé koncentracioban legyenek jelen, melyhez SCIEX Exion LC™ 2.0
tipust ultramagas nyomasu folyadékkromatografias (UHPLC) rendszert hasznaltunk SCIEX
QTRAP 4500-as tripla kvadrupdlus tomegspektrometrids rendszerrel kapcsolva.

A vizes torzsoldatok koziil a neomicin, a florfenikol €s a potencialt szulfonamid oldatai
bizonyultak stabilnak (>95%) a vizsgalat teljes idotartama alatt. A florfenikol a taplevesben
1s megdrizte stabilitasat végig (100%), a potencialt szulfonamid kismérték{i bomlast mutatott
(<15%), a neomicin viszont mar az elsd napon is jelentés mértékben bomlott. Az
amoxicillin, az oxitetraciklin €s a kolisztin esetén a vizes oldatok stabilabbnak bizonyultak,
mint a taplevesben higitott oldatok; azonban mind a vizes oldatok mind a taplevesbe kevert
oldatok esetén jelentds mértékii bomlés volt tapasztalhatd, a vizsgélat 12. napjara atlagosan
a kiindulasi koncentraciok 2-25%-a volt kimutathato. Ezek koziil az oxitetraciklin bomlott a
legnagyobb mértékben, aminek csupan atlagosan 2%-a volt kimutathaté a 12. napon. A
cefotaxim és enrofloxacin esetén a vizes oldatokban és a taplevesben hasonldan alakult a

Eredményeink kiilondsen fontosak azoknal a hatdéanyagoknal, amelyek mar 24 ora alatt
jelentds mértéki bomlast mutattak, ezek figyelembevétele fontos a MIC vizsgalatok,
méginkabb az MBC vizsgélatok soran; valamint a hosszl tavl evolucios és koszelekcios
vizsgalatok esetén is. Osszességében megallapithatjuk, hogy a tipkdzegben végzett

stabilitasvizsgalatok is nélkiilozhetetlenek az eredmények validalasahoz a késébbiekben.
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8. SUMMARY

One of the most important problems of our time is the spread of antimicrobial resistance,
for which we test the minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum bactericidal
concentration (MBC) values with incubation times of 1 and 3 days. Evolution and co-
selection assays, on the other hand, generally require 10-12-day assays. Very little
information is available in the literature on the stability of antibiotics in culture media over
longer periods. The objective of our study was to determine the stability of eight different
antibiotic stock solutions (amoxicillin, cefotaxime, neomycin, oxytetracycline, florfenicol,
enrofloxacin, colistin, potentiated sulphonamide) and their 10-base dilution series in culture
medium at 37 °C with an incubation time of 12 days.

In our study, 40 ml of stock solution of each active substance was prepared, and the 10-
base dilution series was then prepared in tryptone-soy broth (TSB). Stock solutions and
diluted samples were incubated at 37 °C and sampled immediately after preparation and on
days 1, 2,5, 7,9 and 12. Samples taken on the measurement days were diluted to ensure the
presence of the active substances at the appropriate concentration for the measurement using
a SCIEX Exion LC™ 2.0 ultra-high-performance liquid chromatography (UHPLC) system
coupled to a SCIEX QTRAP 4500 triple quadrupole mass spectrometry system.

Of the aqueous stock solutions, neomycin, florfenicol and potentiated sulphonamide
solutions were stable (>95%) throughout the study. Florfenicol maintained its stability in the
culture medium throughout (100%), potentiated sulphonamide showed a slight degradation
(>85%), whereas neomycin showed a significant degradation already on the first day. For
amoxicillin, oxytetracycline and colistin, aqueous solutions were more stable than solutions
diluted in tryptone-soy broth; however, both aqueous solutions and solutions mixed in the
broth showed significant degradation, with an average of 2-25% of the initial concentrations
detected by day 12 of the study. Of these, oxytetracycline showed the greatest degradation,
with only 2% of the total detectable on average at day 12. Stability was similar for
cefotaxime and enrofloxacin in aqueous solutions and in culture medium, with 3.6% of the
former and 88.7% of the latter detectable by day 12.

Our results are particularly relevant for those active substances that showed significant
degradation already after 24 h and are important to consider in MIC studies, even more so
in MBC studies; and, in long-term evolution and co-selection. In conclusion, stability studies

in culture media are also essential to validate the results in the future.
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