МИНИСТЕРСТВО ЗДРАВООХРАНЕНИЯ РОССИЙСКОЙ ФЕДЕРАЦИИ

ОБЩАЯ ФАРМАКОПЕЙНАЯ СТАТЬЯ

	Определение антимикробной активности антибиотиков турбидиметрическим методом
	ОФС

                     Вводится впервые


Настоящая общая фармакопейная статья распространяется на турбидиметрический метод определения антимикробной активности антибиотиков.
ОБЩИЕ ПОЛОЖЕНИЯ

Турбидиметрический метод определения антимикробной активности основан на взаимодействии между тест-микроорганизмом и антибиотиком. Это взаимодействие выражается в логарифмической зависимости степени угнетения роста бактериальной популяции в жидкой питательной среде от концентрации антибиотика. О задержке (угнетении) роста популяции тест-микроорганизма судят по величине мутности среды, которая может быть измерена фотометрически после инкубации. При этом линейная зависимость угнетения роста бактериальной популяции наблюдается лишь в ограниченном диапазоне концентраций антибиотика и определенной фазе роста тест-микроорганизма (фаза логарифмического роста). При расчете антимикробной активности необходимо использовать прямолинейный диапазон, который должен включать не менее трех последовательных доз (концентраций), находящихся между собой в геометрической прогрессии.
Биологическую активность рассчитывают методом параллельных линий путем сравнения линий дозозависимости стандартного и испытуемого образцов (т.е. сравнения степени угнетения роста бактериальной популяции в результате воздействия испытуемого образца и стандартного образца в определенных концентрациях).

ПОДГОТОВКА К ИСПЫТАНИЯМ
Приготовление основного и рабочих растворов стандартного образца.
 Готовят основной раствор стандартного образца из расчета 1 мг/мл, используя стерильный растворитель (буферный раствор). Затем из основного раствора стандартного образца путем разведения тем же растворителем готовят рабочие растворы стандартного образца С1, С2, С3 необходимой концентрации. 

Приготовление основного и рабочих растовор испытуемого образца.
Готовят основной раствор испытуемого образца   таким образом, чтобы его активность была близка к активности основного раствора стандартного образца. Затем используя тот же растворитель готовят рабочие растворы испытуемого образца И1, И2, И3 необходимой концентрации, учитывая, что они должны быть близки концентрациям рабочих растворов стандартного образца С1, С2, С3.

Для приготовления основных и рабочих растворов испытуемого образца используют стерильный растворитель (буферный раствор) того же состава. 
Штаммы тест-микроорганизмов инкубируют в жидкой питательной среде для турбидиметрии при температуре (37±1) оC в течение 24 часов. 

МЕТОДИКА ИСПЫТАНИЯ
В день испытания полученную культуру разбавляют буферным раствором для достижения мутности суспензии (25±2)% (коэффициент пропускания) с использованием спектрофотометра при длине волны 580 нм. 
Полученную суспензию используют в качестве посевного материала. На каждые 1000 мл жидкой питательной среды прибавляют необходимое количество посевного материала (мл) (определенное экспериментально, в зависимости от чувствительности тест-микроорганизма к испытуемому антибиотику). Затем 9 мл инокулированной среды вносят в стеклянную или пластмассовую пробирку и добавляют 1 мл рабочего раствора стандартного образца с соответствующей концентрацией (С1, С2 и С3) или 1 мл рабочего раствора испытуемого образца с соответствующей приблизительной концентрацией (И1, И2 и И3). Одновременно готовят отрицательный контроль, состоящий из 9 мл стерильной питательной среды и 1 мл растворителя (буферного раствора) и положительный контроль, состоящий из 9 мл инокулированной среды и 1 мл растворителя (буферного раствора). Контрольные пробирки используют для настройки оптического прибора и контроля роста тест-микроорганизма.

Для каждой концентрации рабочих растворов стандартного и испытуемого образцов используют 6 повторностей. При этом должно быть проведено несколько определений, результаты которых объединяют при статистической обработке для достижения требуемой точности. Пробирки  располагают случайным образом или по схеме латинского квадрата, или в виде рандомизированных блоков и инкубируют при температуре (37±1) °С в течение 4-5 ч в подходящем устройстве (термостат, термошейкер, водяная баня), позволяющем обеспечить однородность температурного режима.
После инкубации размножение микроорганизмов останавливают добавлением во все пробирки 0,5 мл 12 % раствора формальдегида, в том числе содержащие положительный и отрицательный контроли. Оптическую плотность взвеси тест-микроорганизмов в пробирках определяют спектроскопическим методом. 
Расчет антимикробной активности испытуемого антибиотика, математическую и статистическую обработку результатов осуществляют с применением дисперсионного анализа в соответствии с существующими рекомендациями (ОФС.1.1.0014.15 Статистическая обработка результатов определения специфической фармакологической активности лекарственных средств биологическими методами)
Методика определения антимикробной активности испытуемого вещества/препарата также должна быть валидирована в целях подтверждения ее аналитической пригодности.  Прибор и методика должны соответствовать параметрам испытуемого препарата. 

СОСТАВ И ПРИГОТОВЛЕНИЕ ЖИДКОЙ ПИТАТЕЛЬНОЙ СРЕДЫ ДЛЯ ТУРБИДИМЕТРИИ
Панкреатический гидролизат казеина 
6,0
Гидролизат мяса ферментативный
1,5

Дрожжевой экстракт
1,5

Хлорид натрия
3,5

Натрий фосфорнокислый 2-замещенный
3,68

Калий фосфорнокислый 1-замещенный
1,32

Дистиллированная вода
до 1 л

Взвешивают все ингредиенты в приведенном выше соотношении и растворяют в дистиллированной воде. Полученный раствор кипятят до полного растворения ингредиентов и устанавливают рН (7,2±0,2) с помощью 20 % раствора натрия гидроксида. Для достижения прозрачности жидкую питательную среду подвергают фильтрованию. В результате процесса фильтрации решаются одновременно несколько принципиально важных технологических задач: непосредственная фильтрация питательной среды и ее осветление. Фильтруют жидкую питательную среду через фильтрующую ткань (шелк), предварительно смоченную горячей дистиллированной водой. Сверху фильтровальной ткани, сложенной в виде конуса, укладывают шестислойный фильтр из бумаги. После фильтрации полученной среды перед ее розливом, в случае необходимости, проводят коррекцию рН. Готовую среду разливают в 0,25 л бутылки по 100,0±10,0 мл и стерилизуют в автоклаве при температуре 121 °С и давлении 0,11±0,01 МПа в течение 15 мин. 

Раствор глюкозы готовят и стерилизуют отдельно и вносят в стерильную жидкую питательную среду перед посевом инокулята для избежания карамелизации глюкозы и приобретения средой темной окраски, а также снижения уровня рН:
глюкоза
40 г

дистиллированная вода 
до 100 мл

Далее смешивают стерильные растворы, добавляя к 1000 мл стерильной жидкой питательной среды 2,5 мл стерильного 40 % раствора глюкозы.

Примечания

1 Штаммы микроорганизмов, используемые в турбидиметрическом анализе, должны быть депонированы в официальных коллекциях.

2 Тест-микроорганизм должен характеризоваться чувствительностью к антибиотику (воздействие антибиотика в условиях проведения испытания должно обеспечивать угнетение роста популяции тест-микроорганизма) и не очень высокими ростовыми потребностями, давая быстрый, равномерный рост в жидкой питательной среде без образования пленки и выраженного осадка.

3 Жидкая питательная среда для культивирования микроорганизмов при определении антимикробной активности антибиотиков турбидиметрическим методом должна быть прозрачной, не интенсивно окрашенной и способной обеспечить хорошие условия для быстрого роста тест-микроорганизмов за счет высокопитательного состава.

4 При определении антимикробной активности антибиотиков применяются буферные растворы, состав которых приведен в таблице 4. ОФС.1.2.4.0010.18 «Определение антимикробной активности антибиотиков методом диффузии в агар».

5 Допускается использование других буферных растворов, растворителей и питательных сред, при условии валидации/верификации методики.

6 Все используемые пробирки должны иметь одинаковые параметры (толщина стенки, диаметр, длина).
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