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Testul in vitro de iritatie cutanata pentru dispozitive medicale:
modele de epiderma umana reconstruita

Testarea iritatiei cutanate este o componenta importanta
n evaluarea sigurantei dispozitivelor medicale, avand drept scop
sanitatea oamenilor. Tn general, astfel de testari sunt efectuate pe
extracte lichide obtinute din dispozitivele medicale sterilizate sau
din componente ale acestora. Pentru a simula conditiile in vivo, de
contact cu sangele sau cu tesuturile, se folosesc solventi polari sau
nepolari. Extractele obtinute din dispozitivul medical pot contine
substante care ar putea sa fie eliberate in corpul pacientului in tim-
pul utilizarii respectivului dispozitiv medical.

Iritatia cutanata inseamna producerea de leziuni reversibi-
le ale pielii in urma aplicarii unei substante chimice de testat timp de
patru ore.1 Evaluarea iritatiei cutanate a implicat utilizarea animale-
lor de laborator, testarea extractelor din dispozitive medicale efec-
tuandu-se pe iepuri, fie prin aplicare topica, fie prin injectare intra-
dermica.2 Testul de iritare cutanata efectuat pe iepuri este subiectiv
si predispus rezultatelor fals pozitive. Destul de multe rezultate po-
zitive s-au dovedit a fi false, in primul rand deoarece pielea iepurilor
contine de 40-70 ori mai multe fire de par per centimetru patrat
decat pielea umana si deoarece stratul cornos si epiderma umana
sunt de cateva ori mai groase decét la iepure. Diferentele anatomice
pot fi motivele reale pentru care testul de iritatie pe iepuri are o sla-
ba acuratete predictiva. Pielea subtire a iepurelui ofera o functie de
bariera mai slaba decat la om, iar densitatea mai mare a firelor de
par creste porozitatea pilelii, oferind astfel cai suplimentare pentru
substantele chimice iritante sa ajunga si sa afecteze straturile mai
profunde, active din punct de vedere metabolic, ale epidermei. Din
aceste motive, au fost cautate, validate si acceptate metode alterna-
tive la acest test de iritare in vivo.

Ghidul OECD 439 descrie metode de testare a iritatiei cu-
tanate folosind modele de epidermd umana reconstruita (RhE).3
Metodele de testare pe RhE asigura proceduri in vitro care pot fi
folosite pentru identificarea riscurilor pe care le prezinta substante
si amestecuri chimice iritante. Modele produse cu celule umane re-
produc morfologia si caracteristicile epidermei umane. Initial, mo-
delele RhE au fost folosite pentru a identifica potentialul iritant al
chimicalelor folosite in scopuri industriale, pentru produse de con-
sum sau cosmetice. De aici a pornit ideea folosirii modelelor RhE si
n testarea iritabilitatii extractelor din dispozitivele medicale. in acest
caz insa, extractele reprezinta dilutii ale unor amestecuri complexe,
si atunci, desi se urmareste acelasi principiu al viabilitatii celulare,
metoda de testare RhE ar putea suferi unele modificari.

Modelele RhE in vitro au multe avantaje fata de cele in
vivo, deoarece acestea pot fi realizate mai rapid, mai usor si repro-
ductibil, deci ofera un avantaj suplimentar in reducerea necesitatii
studiilor pe animale. Tn plus, este mai usor de realizat evaluarea his-
tologica pe sectiuni RhE.

Cele mai utilizate modele in vitro RhE sunt EpiDerm® si
SkinEthic®, ambele compuse exclusiv din cheratinocite epidermice
umane netransformate care reconstruiesc in trei dimensiuni epider-
ma umana normala si care contin toate straturile de celule viabile
(stratul bazal, stratul spinos si stratul granulos) si neviabile (stratul
cornos). Ambele modele au fost validate de catre EURL ECVAM
(European Union Reference Laboratory for alternatives to animal
testing) pentru determinarea iritdrii cutanate a chimicalelor si sunt
incluse Tn OECD 439 si in EU Guideline B.46.4 Rezultatele unui am-

plu studiu in care au fost testate cele doua modele RhE au aratat ca
acestea pot fi de asemenea folosite pentru determinarea prezentei
chimicalelor iritante extrase din materiale polimerice (PVC si silicon),
de obicei folosite in fabricarea dispozitivelor medicale.

Modelele sunt active din punct de vedere metabolic si mi-
totic, au un profil al lipidelor si ceramidelor similar celui al epider-
mei umane normale si exprima markeri ai diferentierii epidermice
normale, cum ar fi cheratina. Modelele se cultiva in mediu fara ser
si au un grad de reproductibilitate mare de la un lot la altul. Aceste
modele permit ca atat extractele polare (e.g. salin) cat si cele nepo-
lare (e.g. ulei de susan) sa fie direct aplicate pe suprafata apicald a
constructiilor RhE. Materialele care nu pot fi supuse extractiei (e.g.
lichide, geluri, paste, particule) pot fi aplicate in acest sistem de tes-
tare, cu conditia sa se asigure date de validare care sa demonstreze
abilitatea testului de a detecta activitatea iritanta a acestor forme
de materiale, Tnainte de testare. Metoda nu este aplicabila pentru
gaze si aerosoli. De asemenea, nu este considerata aplicabila pentru
a evalua iritatia prin contact direct cu un material solid.

Iritatia cutanata indusa de chimicale, manifestata in prin-
cipal prin eritem si edem, este rezultatul unei cascade de eveni-
mente incepand cu patrunderea substantelor chimice prin stratul
cornos, unde acestea pot deteriora straturile de cheratinocite si de
alte celule din piele. Celulele deteriorate fie pot elibera mediatori
inflamatori, fie pot induce o cascada inflamatorie care actioneaza
si asupra celulelor din derma, in special asupra celulelor stromale si
endoteliale ale vaselor de sange. Dilatarea si permeabilitatea cres-
cutd a celulelor endoteliale sunt cele care produc eritemul si edemul
observat.6 in cazul special al metodelor de testare bazate pe RhE, in
absenta vascularizarii in sistemul de testare in vitro, se masoara doar
evenimentele initiale in cascadd, de exemplu deteriorarea celulelor
folosind viabilitatea celulara ca parametru de citire.

Cu toate acestea, metodele de testare in vitro bazate pe
RhE s-au dovedit a fi la fel de sensibile in detectarea concentratii-
lor scazute ale unor compusi puternic iritanti, ca si testul cu plasture
(patch test) sau ca testul intracutanat pe iepuri. Prin urmare, noile
regulamente si standarde subliniaza ca o abordare treptata pentru
testarea iritantilor poate incepe cu modelul RhE in vitro.

Bibliografie

1. Regulamentul (CE) nr. 1272/2008 al Parlamentului European si al
Consiliului, JO L353/1, 31.12.2008.

2. Directive 2010/63/EC of the European Parliament and of the
Council of 22 September 2010 on the Protection of Animals used
for Scientific Purposes, L276 2010 Oct 20.

3. OECD (2021), Test No. 439: In Vitro Skin Irritation: Reconstructed
Human Epidermis Test Method, OECD Guidelines for the Testing of
Chemicals, Section 4, OECD Publishing, Paris.

4. De Jong, W. H., Hoffmann, ... & Coleman, K. P. (2018). Round
robin study to evaluate the reconstructed human epidermis (RhE)
model as an in vitro skin irritation test for detection of irritant ac-
tivity in medical device extracts. Toxicology in Vitro, 50, 439-449.

Maria Adriana Acasandrei, specialist biocompatibilitate
e-mail: macasan@nipne.ro
http://gammaplus.nipne.ro/

GammaPlus, pag. 3 1 9

Stabilirea proprietatilor antimicrobiene pentru produse
sau extracte - metode, matrici, limitari

Scopul principal al testarii susceptibilitatii antimicrobiene
este sa se determine daca microorganismele izolate pot sa expri-
me rezistenta la anumiti agenti antimicrobieni care pot fi potentiali
agenti terapeutici utilizati in tratarea infectiilor. Rezistenta intrinse-
ca a microorganismelor este de obicei cunoscuta pentru cele mai
multe dintre ele, astfel incat de obicei nu este necesara testarea ci
doar identificarea microorganismelor.

Pentru a controla impactul factorilor de mediu, conditiile
de testare au fost standardizate. Standardizarea are cel putin urma-
toarele trei scopuri:

¢ optimizarea conditiilor de crestere a microorganismelor astfel
ncat inhibarea cresterii sa fie atribuita agentului antimicrobian
si nu limitarii date de nutrienti, temperatura sau atmosfers;

¢ optimizarea conditiilor pentru mentinerea integritatii si activitatii
antimicrobiene astfel incat lipsa inhibitiei de crestere sa poata sa
fie atribuita mecanismelor de rezistenta a microorganismelor si
nu inactivarii agentului antimicrobian;

¢ reproductibilitatea rezultatelor astfel incat acelasi microorgan-
ism sa produca acelasi profil de rezistenta indiferent de labora-
torul care efectueaza testul.

Urmatoarele aspecte pentru determinarea susceptibili-
tatii antimicrobiene sunt standardizate si controlate: concentratia
inocului de microorganism, mediul de cultura (in functie de micro-
organismul test), temperatra si atmosfera de incubare, durata de
incubare, concentratia agentului antimicrobian.

Desi conditiile de testare in vitro sunt standardizate, exis-
ta limitdri. Cea mai notabila este ca prin conditiile de laborator nu
pot fi atinse conditiile in vivo de la locul infectiei. Concentratia de
miccroorganisme, pH-ul, atmosfera de oxigen pot sa difere in func-
tie de locul infectiei. Cu toate acestea scopul testarii susceptibilitatii
in vitro furnizeaza date care sunt corelate cu alte informatii despre
diagnostic pentru optimizarea terapiilor.

n general, toate metodele de testare a sensibilititii necesit3 criterii
de interpretare, astfel ca dupa rezultatele testelor microorganisme-
le pot fi interpretate ca sensibile sau rezistente.

I. Metoda difuzimetrica (Antibiograma)

A fost dezvoltata in 1940 si este metoda oficiala folosita in
multe laboratoare de microbiologie clinica pentru testarea de ruti-
na a activitatii antimicrobiene. Este o metoda simpla si rapida care
permite determinarea a spectrului de sensibilitate a microorganis-
mului in vederea calcularii dozelor terapeutice de antibiotice.

Tn aceastd procedurs, plicile de agar sunt inoculate “in
panza” cu un inocul standard de microorganism test. Ulterior, pe
suprafata agarului sunt adaugate la distante egale discuri de hartie
de filtru cu diametrul de aproximativ 6 mm, impregnate cu sub-
stanta de interes cu concentratia cunoscuta. Antibioticul impregnat
difuzeaza in mediu, realizdnd un gradient de concentratie invers
proportional cu diametrul zonei de inhibitie (distanta fata de disc).
Daca tulpina este sensibila la un anumit antibiotic, cresterea micro-
biana este inhibata pe o anumita suprafata in jurul discului, supra-
fata denumita zona de inhibitie a cresterii.

Pl3cile Petri sunt incubate in conditii specifice. In general,
agentul antimicrobian difuzeaza in agar si inhiba cresterea micoor-
ganismului. Sunt masurate diametrele zonelor de inhibitie.

Testarea sensibilitatii microbiene cu discuri trebuie facuta
cu organisme standard de control, Tulpini de Referinta (ATCC).

Interpretarea rezultatelor se face in functie de dimensiu-
nea zonelor de inhibitie a cresterii, exprimand rezultatul cu termenii
de tulpina sensibila (S), intermediar sensibila (I) sau rezistenta (R)
corespunzdtoare standardelor (CLSI, EUCAST). Se masoara diame-
trul zonei de inhibitie inclusiv diametru discului. Marginea este con-
sideratd zona fara crestere vizibila care poate fi observata cu ochiul
liber. Aparitia coloniilor la marginea sau in interiorul zonei de inhi-
bitie se poate datora urmatorilor factori: cultura mixtd, aparitia de
celule mutante rezistente.

Cel mai mare dezavantaj al metodei este lipsa criteriilor de
interpretare pentru microorganismele care nu sunt incluse n stan-
dard si limitarilor privind nivelul de rezistenta al microorganismelor
care poate fi obtinut doar prin metodele MIC.

Absenta zona
inhibitie,
concentratie fara
eficienta

Zona de inhibitie,
eficienta
demonstrata

Fig.1. Metoda difuzimetricd. Placa de Muller-Hinton agar
insdmdantata cu Escherichia coli (ATCC 8739)

Metoda difuzimetricd oferd multe avantaje fata de alte
metode: simplitate, costuri mici, posibilitatea de a testa un numar
mare de microorganisme si de substante cu proprietati antimicro-
biene, usurinta de interpretare a rezultatelor, studiile au aratat ca
existd o buna corelatie intre rezultatele obtinute in vitro si evalu-
tia in vivo. Aceste avantaje fac aceasta metoda sa fie aplicata cu
success pentru screeningul activitatii antimicrobiene pentru urma-
toarele categorii de substante: extracte din plante, uleiuri esentiale,
substante farmaceutice.

Tn microbiologia clinicd, metoda difuzimetrica standardi-
zatd este aplicata pentru determinarea sensibilitatii la substante an-
timicrobiene a celulelor bacteriene in stare planctonica (nu aderata
n biofilm).

Il. Metoda dilutiilor

Pentru aceasta metoda microorganismul test este pus in
contact cu agentul antimicrobian, in mediu lichid. Fiecare agent an-
timicrobian este testat folosind un interval de concentratii exprima-
te ca pg de substanta per mililitru de mediu (ug/ml). Concentratiile
testate difera de la o substanta la alta. De obicei intervalul de con-
centratii testate reprezinta o serie de dilutii binare (16, 8, 4, 1, 0.5,
0.25 pg/ml). Cea mai mica concentratie de substanta care inhiba
complet cresterea vizibila se numeste concentratie minima inhibi-
torie sau MIC.

Conditiile de cultivare a microorganismelor trebuie adap-
tate pentru a optimiza dezvoltarea microorganismelor, chiar si a
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celor pretentioase, fara sa interfere cu activitatea antimicrobiala.
Muller Hinton este mediul standard folosit pentru metoda dilutiilor
dar se pot folosi medii suplimentate sau alte medii.

Metoda dilutiilor este de doua feluri: microdilutii si ma-
crodilutii. Principiul testului este acelasi, singura diferenta fiind vo-
lumul de mediu in care este dizolvat agentul antimicrobian.

Odata stabilita MIC, rezultatul este interpretat ca suscepti-
bil, inermediar sau rezistent. Criteriile de interpretare sunt descrise
n standarde. Determinarea MIC se utilizeaza pentru stabilirea dozei
terapeutice si a caii de administrare in cazul infectiilor severe.Meto-
da dilutiilor furnizeaza atat rezultate calitative cat si cantitative.

Este cunoscut faptul ca volumul inoculului, tipul mediului
de culturd, timpul de incubare pot influenta valorile MIC. De aceea
metoda dilutiilor a fost de asemenea standardizata de CLSI pentru
cresterea bacteriilor aerobe, drojdiilor si fungilor filamentosi.

Determinarea MBC (concentratia minima bactericida/
fungicida) este cea mai comuna evaluare a activitatii bactericide/
fungicide. Este definita ca fiind cea mai mica concentratie de agent
antimicrobian necesar pentru a omora 99.9% dintr-un inocul, dupa
24h de incubare, in conditii standard de incubare. Se determina
prin subcultivarea probei din tuburile/godeurile de dilutie, pe un
agar neselectiv.

Fig.2. Metoda microdilutiilor in placa cu 96 de godeuri

lll. Time kill test (time kill curve)

Testul time kill este cea mai adecvata metoda de determi-
narea a efectului bactericid/fungicid. Prin aceastd metoda se obtin
informatii dinamica interactiilor dintre agentul antimicrobian si spe-
cia/tulpina microbiand. Metoda pune in evidentd dependenta de
timp sau de concentratie a agentului antimicrobian. Testul este de
asemenea standardizat. Primul si al doilea godeu contine extractul/
agentul antimicrobian cu concentratiile finale de 0.25 x MIC si 1 X
MIC iar al treilea godeu este considerat controlul pozitiv. Incubarea
se face in conditii specifice la mai multe intervale de timp. Pro-
centul de celule moarte este calculat fata de control determinand
numarul de celule vii (CFU/ml) utilizdnd metoda culturii in mediu
agar. Efectul bactericid este calculate pentru 90% celule moarte in
6h. care este echivalent cu 99,9% celule moarte in 24h.

IV. Metoda substratului toxic (Poisoned food method)

Este cea mai folosita metoda pentru a avalua afectul an-
tifungic. Agentul antifungic sau extractul este incorporat in mediul
agar lichefiat care are concentratia finala dorita. Mediul este apoi
turnat in placi Petri. Se inoculeaza in centrul agarului un “disc” de
miceliu care sa aiba diametrul intre 2-5 mm. Dupa incubare in con-
ditii specifice speciei testate, se masoara diametrul culturii test si al

culturii control iar efectul antifungic se calculeaza aplicand o formu-
13 specifica.

V. Determinarea efectului bactericid/fungicid pentru produsele
medicinale antiseptice

Pharmacopoeia Europeana descrie metode pentru sta-
bilirea efectului bactericid/fungicid pentru produsele medicinale
miscibile cu apa, cu administrare prin contact direct pe piele (dezin-
fectanti). Metoda de testare depinde de activitatea antimicrobiana
declarata a produsului. Testul stabileste daca un produs are sau nu
activitate antimicrobiana si se incadreaza in limitele stabilite pentru
acesta activitate.

Activitatea antimicrobiana se determina prin adaugarea
unei suspensii de microorganisme (bacterii, fungi sau drojdii) peste
proba din produsul antiseptic. Amestecul se mentine in contact la
33 oCtimp de 5 min pentru activitatea bactericida si timp de 15 min
pentru activitatea fungicida. Sunt permisi si alti timpi de contact in
functie de modul de utilizare a antisepticului respectiv. La sfarsitul
timpului de contact activitatea antimicrobianp este blocata imediat
prin metode validate. Sunt aplicabile doua metode: neutralizarea
si filtrarea. Testul se valideaza astfel incat sa poate fi demonstrata
reducerea numarului de microorganisme vii prin asocierea de con-
troale adecvate.

Concluzii

Dezvoltarea continua de produse cu proprietati anti-
microbiene a dus la dezvoltarea de noi metode pentru stabilirea
susceptibilitatii antimicrobiene. Unele metode au fost standardiza-
te (ex: CLSI) ceea ce a insenmnat un progres deosebit si a dus la
posibilitatea compararii rezultatelor de la un laborator la altul. Desi
n cazul anumitor substante sau extracte poate fi necesara modifi-
carea anumitor conditii de testare, este esential ca anumite conditii
sa ramand nemodificate (ex. concentratia mediului de cultura sau
folosirea unui inocul de microrrganisme mai concentrat)
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Rezistenta bacteriana: scaderea incidentei aparitiei ei prin tratarea

'l

apelor reziduale menajere cu radiatii ionizante

Odata cu descoperirea lor in 1923, antibioticele au
revolutionat atat societatea in care trdim cat si economia, prin
marirea sperantei de viata. Aceasta descoperire reprezinta un
mare pas evolutiv, deoarece boli, care inainte erau mortale, au
devenit usor de tratat cu minim efort.

Industria farmaceutica, atat partea de cercetare cat si
partea de productie, reprezinta una dintre cele mai importante
industrii de pe planeta, cu investitii de miliarde de dolari.

Totusi, orice poveste frumoasa isi are partea ei urata,
iar pentru productia de antibiotice aceasta este reprezentata
de aparitia si perpetuarea acceleratd a bacteriilor rezistente la
antibiotice. Rezistenta antimicrobiana este abilitatea microorga-
nismelor de a rezista tratamentului cu diferiti agenti antimicro-
bieni fata de care acestea prezentau anterior sensibilitate si care
este o consecintd a selectiei naturale si a mutatiilor genetice
ce s-au perpetuat in populatia bacteriana. Procesele de selectie
naturala sunt amplificate si de factori umani cum ar fi: utilizarea
antibioticelor (veterinare sau umane) fara prescriptie medicala
sau conditii sanitare precare [1].

De-a lungul timpului, aparitia rezistentei face ca antibio-
ticele sa fie mai putin eficiente si, in cele din urma3, inutile, astfel
cd, actual, rezistenta antimicrobiana a ajuns o provocare serioasa
la nivel global [1], care necesita cercetari suplimentare (fig. 1).

Prin definitie, antimicrobienele includ antibiotice, anti-
virale, antifungice si antiprotozoare. Acestea sunt substante ac-
tive de origine naturala si sintetica, ce ucid sau inhiba cresterea
microorganismelor.

Stabilitatea chimicd metabolica a unor antibiotice in-
seamna cd pand la 90% din ingredientul activ este excretat in
forma sa originald. Procesele de tratare a apelor uzate varia-
za Tn capacitatea sa de a elimina reziduurile farmaceutice in
functie de substanta si de nivelul de epurare, dar nici cea mai
scumpa epurare actuald nu este eficientd 100% [2].

Utilizarea de antimicrobiene in acvacultura reprezinta
un pericol pentru sandtatea publica prin dezvoltarea si raspan-
direa bacteriilor rezistente, a genelor de rezistenta si a aparitiei
reziduurilor antimicrobiene in produsele de acvacultura.

ANTIBIOTIC RESISTANCE

RESISTANCE

from farm to fork

Animal gut bacteria can acquire antibiotic resistance

Antibiotics are given to
animals as prophylaxis
or to treat diseases

X>;< o2
X X »

Antibiotics aim to kill
bacteria

Certain bacteria acquire
resistance, survive and multiply

ANTIBIOTIC-RESISTANT BACTERIA can be passed on...

s

Fig.1. Transmiterea si propagarea bacteriilor rezistente la antibiotice [1].

Agentii antimicrobieni pot determina o crestere a
prevalentei bacteriilor rezistente in mediile acvatice din care
o astfel de gena poate fi diseminata prin transfer orizontal de
gene catre alte bacterii si in cele din urma sa ajunga la agentii
patogeni umani [4].

Raspandirea directa a rezistentei antimicrobiene se poa-
te produce prin consumul de produse alimentare de acvaculturs,

prin apa potabila sau, de asemenea, prin contact direct cu apa sau
prin manipularea produselor alimentare de acvacultura.

Studiile au demonstrat ca plasmidele care adapostesc
determinantii de rezistenta sunt transferabili de la agentii pa-
togeni de pesti si bacteriile acvatice, la E. coli. S-a demonstrat
ca plasmidele cu rezistenta multipla sunt transferabile la E. coli
din Aeromonas salmonicida, Aeromonas hydrophila, Edwarsie-
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lla tarda, Citrobacter freundii, Photobacterium damselae subsp.
piscicida, Vibrio anguillarum si Vibrio salmonicida [2].

Plasmidele cu gene de rezistenta diferite au fost trans-
ferate, in vitro, de la diversi agenti patogeni de pesti, la patogeni
umani. Genele de rezistenta la tetracicline au fost transferate
de la tulpini marine de Photobacterium, Vibrio, Altromonas si
Pseudomonas, la E. coli.

Antibioticele persista in mediu si se pot raspandi prin
apa si sol si, de asemenea, se pot acumula in plante si anima-
le. De exemplu, pestii masculi expusi la concentratii scazute ale
unor pilule contraceptive pot deveni feminizati ca urmare a efec-
tului sdu asupra sistemului endocrin care afecteaza capacitatea
unei populatii de a se reproduce [3].

Pentru a preveni persistenta reziduurilor de antibiotice,
au fost propuse unele procese de tratare care sa le indeparteze
din mediile apoase, in principal din apele uzate. intre ele, ira-
dierea gamma. Descompunerea antibioticelor folosind radiatii
gamma ionizante are unele limitari din cauza produselor secun-
dare de descompunere, a toxicitatii acestora si, de asemenea, a
capacitatii lor de a actiona ca presiune de selectie pentru gena
de rezistenta.

De asemenea, se apreciaza ca o doza mare de iradiere nu
este fezabila din punct de vedere economic, din cauza costului ri-
dicat pentru functionarea unei instalatii de tratament gamma [6].

Au fost efectuate mai multe studii privind degradarea
antibioticelor cu radiatie gamma folosind un fascicul de elec-
troni pe solutie apoasa si, de asemenea, iradierea gamma cu
%Co a matricelor alimentare reale cu concentratie scazuta de
antibiotice, iar rezultatele sunt promitdtoare. Astfel de instalatii
obtin degradarea unor antibiotice (cloramfenicol, amoxicilina,
ciprofloxacina si doxiciclind) cu o eficienta de indepartare de
peste 90% la doze de iradiere cuprinse intre 1 si 10 kGy [5].

Unul dintre cele mai importante obiective in iradierea
apele reziduale este neutralizarea efectului antimicrobian al an-
tibioticelor.

Dupa iradierea antibioticului, se obtine initial o ,,supa”
complexa de produsi secundari, o parte din ei reactivi chimic. In-
teractiunea dintre acesti produsi secundari va crea alti compusi,
dar, in aceasta etapa, nu stim daca activitatea antimicrobiana
este Tnca acolo sau nu. Pentru a afla daca procesul de iradie-

re realizeaza descompunerea eficienta a antibioticului trebuie
efectuatd o antibiograma.

Contaminarea apelor reziduale si a mediilor acvatice cu
antibiotice este o problema ce evolueaza rapid, deoarece aces-
tea sunt persistente in mediu si determina aparitia fenomenului
de rezistenta bacteriana la antibiotice.

Radiatia ionizantd poate fi o solutie pentru a degrada
aceste antibiotice, contribuind astfel la stoparea aparitiei de mi-
croorganisme rezistente la antibiotice.

S-a demonstrat faptul ca procesul de degradare a an-
tibioticelor folosind radiatia ionizantd, combinat cu procese de
complexare chimica a antibioticelor dar si cu procese biologice
maresc gradul de degradare si determina aparitia unor concen-
tratii scazute de compusi secundari de degradare [6].
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Importanta determinarii profilului de aminoacizi din colagen

Colagenul, una dintre proteinele care au atras recent
atentia atat din punct de vedere al sanatatii cat si frumusetii, este
una dintre cele mai abundente proteine animale. Exista cel putin 27
de tipuri diferite de colagen, denumite tip |, ll,..., XXVII. De exemplu,
tipul I este format din trei lanturi polipeptidice si se gaseste in tesu-
turile conjunctive, inclusiv in tendoane, oase si piele. Triplul helix al
colagenului este compus din trei lanturi de procolagen interconec-
tate prin legaturi covalente formate din molecule de glicina dispuse
concentric. Structura regulata a helixului este intrerupta de serina,
treonina, prolina si hidroxiprolina. Primii doi aminoacizi actioneaza
astfel datorita legaturilor de hidrogen suplimentare formate de gru-
parile lor hidroxil. Tn cazul prolinei, atomul de azot este incorporat
intr-un inel heterociclic ceea ce elimina posibilitatea de rotatie in
jurul legaturii de azot carbon si previne formarea legaturilor de hi-
drogen intramoleculare. Din punct de vedere comercial, colagenul
a fost izolat din pielea unor mamifere precum vaca sau porcul si
a fost utilizat pe scara larga in industria alimentara, farmaceutica,
cosmetics si biomedicald. Tnsd utilizarea acestuia a fost limitats de
aparitia unor boli extrem de infectioase si contagioase precum en-
cefalopatia spongiforma bovina , encefalopatia spongiforma trans-
misibild sau boala alimentara si bucala la porci si bovine. Asadar,
este deosebit de important sa fie cunoscutad atat originea colagenu-
lui cat si sterilizarea acestuia.

Indiferent de origine, colagenul este format din 19 ami-
noacizi, inclusiv hidroxiprolina care nu se gdseste in alte proteine,
aceasta avand rol in stabilitatea proteinei colagenului. n ceea ce
priveste alti aminoacizi, alanina este precursorul limitator al carnozi-
nei, responsabil de homeostazia acido-bazica ih muschiul scheletic,
avand efect ergogen; arginina este importanta pentru vindecarea
ranilor, pentru a construi masa corporala sau pentru sanatatea vas-
culara; glicina este antiinflamatoare, importanta pentru un sistem
nervos sanatos si sandtatea celulara; acidul glutamic este important
pentru sanatatea sistemului imunitar si digestiv, precum si in vede-
rea producerii de energie. Pentru a analiza aminoacizii constituenti
ai proteinelor sau peptidelor, precum colagenul, este necesara pre-
pararea probei prin hidrolizare.

- . Hidrolizatele proteice sunt constituite

‘ * n principal din aminoacizi si, eventual,
peptide. Pe langa acestia, hidrolizate-
le contin si alti compusi suplimentari,
cum ar fi carbohidratii, acizii grasi si/
sau produsele secundare, care se for-
meaza in timpul procesului de hidro-
lizare. O metodd analiticda adecvata
pentru determinarea continutului de
aminoacizi liberi este Cromatografia de
lichide de inalta performanta cu detec-
tie UV-VIS (HPLC-DAD). Cromatograful
de lichide este un instrument analitic
util pentru identificarea compusilor
din formularea unui produs farmace-
utic, dispozitiv medical, sau alt tip de
matrice solida sau lichida, permitand
cuantificarea acestora. Este o tehnica
analitica utilizata pentru a separa un
analit indiferent de stabilitatea sau volatilitatea acestuia, separa-
rea avand loc atunci cand proba interactioneaza cu faza mobila si

Sursa: Agilrom Scientific

dea stationara. Diferitele componente ale probei sunt separate in
functie de polaritatile lor si afinitatea pentru faza mobila, rezultand
prin migrarea lor in coloana la viteze diferite. Echipamentele HPLC
sunt populare pentru facilitatea utilizarii sistemului si potentialul de
configurare. Aceasta tehnica analitica poate fi astfel utilizata pentru
a stabili compozitia de aminoacizi a colagenului in vederea realizarii
profilului sau specific, pentru determinarea tipului de colagen sau
sursa animala. De exemplu, in colagenul osos, cantitatea de hidroxi-
prolina este de doua ori mai mare decéat cea din colagenul pielii.

Analiza aminoacizilor poate fi problematica datorita diver-
sitatii polaritatilor si grupurilor functionale, dar si prin faptul ca pro-
bele de colagen contin alte substante care pot interfera cu analiza
cromatografica. Metodele de analiza ale aminoacizilor necesita de
obicei o parte preparativa elaborat. Tn ultimii ani, spre deosebire
de procedeele de derivatizare post-coloana, metodele de analiza
ale aminoacizilor care utilizeaza derivatizarea pre-coloana au deve-
nit tot populare, motivele principale fiind sensibilitatea mai mare,
analiza mai rapidd, minimizarea consumului de reactiv ducand
astfel la costuri reduse, precum si o mai buna rezolutie a analitilor
hidrofobi derivatizati printr-o coloana cu faza inversa (RPLC). Sensi-
bilitatea si buna separare a compusilor este influentata si de valoa-
rea pH-ului, astfel, pregdtirea consecventa a solutiilor tampon este
deosebit de importanta pentru a asigura separari reproductibile,
alegerea pH-ul fiind realizatd pentru ajustarea rezolutiei precum si
a ordinii si timpului de elutie.

n concluzie, determinarea profilului de amino acizi pen-
tru diferite tipuri de colagen poate atét stabili posibile convergente
ale unor compozitii, sugerand astfel ca un anumit tip de colagen
ar putea avea un potential substituent cat si determina tipul origi-
nii animale/umane, totodata fiind foarte util pentru calificarea la
iradiere. Mai exact, cunoscand cantitatea si distributia amino acizi-
lor liberi in colagen, se poate explica formarea aminelor biogene si
distributia acestora in cazul unei posibile decompozitii cauzate de
iradierea gamma.
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