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PREFATA

Biotehnologiile farmaceutice au ca scop producerea de medicamente, utilizand procese de
biosinteza si bioconversie si/sau tehnologii de inginerie moleculara. In domeniul biofarmaceutic sunt
aplicate cele mai remarcabile descoperiri si inventii, la interfata dezvoltarii medicamentelor cu
biotehnologia translationald, biomedicina si investigatiile farmacologice. Acest sector interdisciplinar
reuneste microbiologia cu sistemele biologiei sintetice, imunologia, biotehnologia analitica, medicina
regenerativa, livrarea la tintd a medicamentelor, farmacocinetica si farmacodinamica, etica
biotehnologicd si medicald, biotehnologia ambientald, bioinformatica si imunoinformatica.

O varietate de molecule bioactive disponibile in prezent pentru terapie sunt rezultatul
biotehnologiilor farmaceutice: de la molecule mici precum antibioticele si alti agenti antimicrobient,
vitaminele, statinele, la diverse proteine imunogene utilizate in fomularea vaccinurilor, dar si proteine
terapeutice cum sunt anticorpii monoclonali, interferonii, interleukinele, factorii de crestere, factorii
de coagulare, agentii trombolitici, hormonii, enzimele si asa mai departe. La ora actuald, aproximativ
unul din patru noi medicamente lansate pe piatd este un produs biofarmaceutic. In mod conventional,
descoperirea unui nou medicament dureaza intre 12 si 17 ani, doar unul din 5.000 pana la 10.000 de
compusi activi potentiali ce intrd in cercetare ajungand sd fie aprobat pentru comercializare.
Cercetarea 1n scopul identificarii de molecule bioactive, impreund cu dezvoltarea noilor
biofarmaceutice pana la autorizare, sunt procese extrem de complexe, dinamice, reglementate la nivel
national si international.

Prezentul ghid pentru lucrari practice este structurat in conformitate cu programa disciplinei
Biotehnologii farmaceutice, predatd studentilor de la Facultatea de Biologie si Geologie,
Universitatea Babes-Bolyai, Cluj-Napoca, si corespunde cu tematica abordatd la universitatile de
profil, de la nivel national si international. Acest manual este destinat nu doar studentilor
biotehnologi, biologi si biochimisti, ci si studentilor masteranzi si doctoranzi, precum si cercetatorilor
implicati in domeniul farmaceutic si medical.

Disciplina Biotehnologii farmaceutice are ca obiectiv general cunoasterea, intelegerea si
aplicarea conceptelor si fundamentelor specifice obtinerii medicamentelor prin biosinteza,
biotransformri si tehnici de manipulare genetici si proteica. In cadrul lucrarilor de laborator, accentul
este pus pe dobandirea abilitatilor practice, prin utilizarea diferentiatd a elementelor, tehnicilor si
instrumentelor proprii biotehnologiilor, aplicate in cercetarea si productia farmaceutica. Sunt
aprofundate prin protocoale experimentale cunostintele in legatura cu formularea, fabricarea,
respectiv analiza si controlul materiei prime si a diferitelor forme farmaceutice. Dezvoltarea
competentelor de prelucrare si interpretare biostatistica si bioinformatica este facilitatd de folosirea
unor programe de calcul si platforme in silico. Mai mult, demonstrarea capacitatii de analiza si sinteza
este realizata prin oferirea de solutii pentru unele Intrebari si probleme ridicate la finalul fiecarei
lucrari practice, precum si prin proiectarea si intocmirea unui protocol de validare original, adaptat
pentru o metoda analitica, un proces tehnologic sau un echipament ales de catre student.

Ghidul pentru lucrari practice de biotehnologii farmaceutice cuprinde un set de metode
caracteristice, ce acopera diferite etape din viata unui medicament, de la fazele descoperirii timpurii
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(identificarea tintei terapeutice, screeningul cu randament ridicat, validarea metodelor de testare,
identificarea compusilor candidat), avansand catre cercetarea preclinica (screeningul in silico al
imunogenitatii, modelarea profilului ADMET si optimizarea moleculelor farmaceutice) si clinica
(siguranta si eficacitatea medicamentelor). Lucrarile de laborator includ activitati practice ce vizeaza
procesarea in amonte (biosinteza compusilor cu valoare terapeuticd) si in aval (separarea si purificarea
moleculei de interes, formularea medicamentelor), familiarizand totodata studentii cu conceptul de
validare farmaceutica, cu reglementarile legale si etice ce guverneaza industria farmaceutica, precum
si cu regulile de buna practica in productia medicamentelor, in laborator si in cercetarea clinica. Toate
aceste cunostinte, abilitati si competente sunt esentiale In formarea viitorilor cercetatori si specialisti
ai industriei farmaceutice, capabili sa contribuie la descoperirea si dezvoltarea unor noi medicamente
sigure si eficiente.



REGULI DE PROTECTIE A MUNCII iN LABORATOR

Lucrarile practice din prezentul ghid includ diverse metode de lucru si necesita dotari specifice
laboratoarelor de analize fizico-chimice, microbiologice si de biologie moleculard. Executarea cu
succes a lucrarilor experimentale de biotehnologii farmaceutice, precum si prevenirea accidentelor
necesitd, in mod obligatoriu, cunoasterea specificului laboratorului, amenajarile, dotarile si regulile
generale de protectia muncii precum si regulile de protectie a personalului, a probelor sau
produselor si a mediului inconjuriator. Aparatura si instrumentele se manipuleazd conform
instructiunilor cadrului didactic si numai la indicatia acestuia.

Reguli generale in laborator

e Este strict interzis accesul persoanelor straine in laborator.

e Este interzisd intrarea studentilor in laborator in lipsa permisiunii cadrului didactic.

¢ Este obligatorie purtarea echipamentului de protectie solicitat de cadrul didactic, in functie de
specificul lucrarilor practice desfasurate (halat cu maneci lungi, ménusi, masca, ochelari de protectie).

¢ Nu se va intra 1n laborator daca pe usa existd avertizare ca lampile UV pentru sterilizarea aerului
si a suprafetelor sunt in functiune!

e Tnainte si dupa terminarea activititilor experimentale, mainile se spala cu apa calda si sipun si
se dezinfecteaza cu solutiile dezinfectante special destinate, disponibile in laborator.

e Aparatura si obiectele din dotare se manipuleaza conform instructiunilor.

e Reactivii, mediile de cultura deshidratate si solutiile din laborator se manipuleazd cu atentie
pentru a se evita contactul acestora cu pielea ori cu hainele, sau inhalarea vaporilor ori a pudrelor.

¢ Echipamentele si obiectele fierbinti se manipuleaza cu atentie.

¢ Orice incident sau posibil accident se semnaleaza de urgentd cadrului didactic pentru aplicarea
masurilor de prim ajutor!

¢ Dispensarea materialelor se va realiza dupa urmatoarele reguli:

- Consumabilele reutilizabile din laboratorul de microbiologie se decontamineaza, se spala si
se sterilizeaza (cutii Petri din sticld, eprubete, flacoane din sticla sau plastic reutilizabil,
varfuri de pipeta etc);

- Deseurile microbiologice (culturi microbiene si obiecte contaminate) se decontamineaza
prin autoclavare;

- Deseurile rezultate din analiza moleculard (geluri de agaroza si obiecte contaminate cu
bromura de etidiu) se colecteaza separat in vederea incinerarii.

e Inainte de parasirea laboratorului se verifici si nu existe aparate in functiune sau robinete de
apa si gaz deschise sau becurile aprinse! Atentie la camera termostatata!
e Fiecare student are obligatia de a-si supraveghea spatiul de lucru, pastrand ordinea si curatenia:

- Fiecare student va alege si va pastra acelasi loc de lucru;

- Orice alterare a diferitelor aparate, dotari sau obiecte adiacente spatiului de lucru va fi
semnalatd cadrului didactic.
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Protectia impotriva riscurilor legate de prezenta agentilor fizici

¢ Se va evita expunerea directa si/sau neprotejata la temperaturi ridicate emise de echipamentele

si obiectele din laborator, pentru evitarea riscului de arsuri:

Aparatura utilizata pentru sterilizare si decontaminare (etuve, autoclave, bdi de apa) si
echipamentele, flacoanele, solutiile sterilizate sunt fierbinti imediat dupa terminarea
programelor de functionare, iar la deschiderea autoclavului se degaja aburi. Se evita
expunerea directd In timpul deschiderii si se utilizeaza manusi speciale pentru cuptor;
Becurile de gaz se utilizeaza corespunzaitor, evitandu-se expunerea la flacara deschisa,
atingerea ansei, gurii eprubetelor, flacoanelor sau a altor instrumente flambate care pot fi
fierbinti;

Flacoanele cu medii de culturd, solutii sau extracte incalzite cu ajutorul agitatorului
magnetic cu incalzire, a baii de apa sau a cuptorului cu microunde sunt fierbinti. Mai mult,
examinarea prin agitare a continutului duce la supraincélzirea continutului, amplificind
riscul de arsuri prin refluare sau inhalarea aburilor. Se manipuleaza utilizand protectii din
silicon si se agitd cu atentie;

Este interzisa aplecarea capului deasupra vaselor aflate in fierbere;

Flacoanele cu solutii fierbinti se tine inclinate intr-o parte, nici spre sine, nici spre vecin,
pentru a se evita stropirea in caz de supraincalzire;

Este interzisa pastrarea substantelor inflamabile si a celor volatile in apropierea aparatelor
care produc radiatii termice;

Becurile de gaz nu se lasa aprinse fara supraveghere.

eSe va evita expunerea la radiatii ultraviolete emise de aparatura din laborator: lampi

dezinfectante mobile, lampi de fluorescentd, hote microbiologice, transiluminatoare etc. Masuri

specifice:

Nu se intrd in laborator daca sunt afisate semnale de avertizare ca lampile UV pentru
sterilizarea aerului si a suprafetelor sunt in functiune!

Nu se porneste lampa UV 1n hota clasa 100 fara inchiderea hotei cu husa de protectie!

In cazul utilizarii lampilor de fluorescentd sau a transiluminatorului, este obligatorie
purtarea echipamentului de protectie (halat cu méneci lungi, manusi, ochelari de protectie
UVv).

Protectia impotriva riscurilor legate de prezenta agentilor chimici

e Se va consulta in prealabil fisa tehnica de securitate pentru reactivii utilizati in laborator.

e Se va evita riscul de arsuri cu substante chimice prin purtarea echipamentului de protectie si

manipularea responsabild a reactivilor si solutiilor din laborator. Masuri specifice:

Reactivii, mediile de cultura deshidratate si solutiile din laborator se manipuleaza cu atentie
pentru a se evita contactul acestora cu pielea ori cu hainele, sau inhalarea vaporilor ori a
pudrelor;

Utilizarea solventilor organici in extractiile lichid-lichid si purificarea compusilor de interes
se va realiza cu echipament de protectie (manusi si mascd), sub nisa cu ventilatie, fara a
inhala vaporii rezultati;

Acizii concentrati se manipuleaza cu mare atentie, sub nisa;
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- Prepararea solutiilor ce implicd reactii exoterme se realizeazd utilizind flacoane
termorezistente;

- Prepararea solutiilor diluate de acid sulfuric se realizeaza intotdeauna prin introducerea
acidului sulfuric concentrat in apa, in fir subtire, cu agitare continua.

e In cazul utilizarii bromurii de etidiu:

- Se va evita atat contactul direct cu solutia de bromura de etidiu, cu gelul de electroforeza,
cu solutia tampon, cu varfurile de pipeta etc;

- Se va evita contaminarea laboratorului si a echipamentelor (mese, corpul pipetelor, pixuri,
tastatura, robinet etc.).

Protectia impotriva riscurilor legate de prezenta agentilor biologici

Pentru a preveni contaminarea persoanelor si raspandirea germenilor potential infectiosi,
precum si pentru a evita infectarea probelor aflate in lucru, trebuie respectate anumite reguli de ordine
interioara:

e Este obligatoriu de pastrat circuitul 1n laborator;

e Nu este permisa fuga sau mersul rapid prin laborator;

e Intrarea in laborator si participarea la lucrdrile practice se va face numai dupd audierea si
insusirea regulilor de protectie a muncii (dovedita prin semndtura pe un proces verbal);

e Intrarea in laborator necesita purtarea echipamentului de protectie (obligatoriu halat cu maneci
lungi si suplimentar, dupd caz, manusi, masca, bonetd, ochelari de protectie). Se recomanda ca
echipamentul de protectie sa fie pastrat separat de hainele utilizate in exterior;

e Mainile se spala cu apd calda si sdpun si se dezinfecteaza cu solutiile dezinfectante special
destinate, disponibile in laborator.

¢ Toate produsele biologice vor fi considerate ca potential infectante;

e Consumarea de alimente si bauturi, ducerea mainilor la fatd in timpul lucrului, fumatul in
laborator sunt strict interzise;

e Este interzisa introducerea in gurd a oricdrui obiect din laborator, inclusiv a pipetelor din sticla
sau plastic, chiar si sterile;

e Este interzisd imprastierea prin laborator a obiectelor de uz personal: hainele, gentile etc. vor fi
depozitate pe cuier;

e Este permisd aducerea in laborator a materialelor de scris si a telefoanelor mobile, avand grija
sd se prevind contaminarea incrucisata,

o Activitatile derulate in laboratorul de microbiologie si biotehnologii implica posibil contact cu
material infectios! Pentru a preveni accidentele de lucru, este necesara urmarea strictd a protocoalelor
de lucru si a regulilor de dezinfectie si antisepsie:

- Insamantarile se fac la flacard, flambandu-se gatul recipientelor la deschidere si la inchidere;

- Ansa se sterilizeaza inainte si dupa folosire prin incdlzire la rosu, iar portansa se flambeaza;

- Pipetele, varfurile de pipete, lamele si lamelele contaminate nu se decontamineaza la flacara,
ci se scufunda dupa folosire 1n recipiente cu solutie dezinfectanta existente in laborator;

- Pipetarea cu gura este interzisa! Se vor folosi pipete automate sau dispozitive de pipetare
adecvate;
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- Cutiile Petri, eprubetele, flacoanele si microplacile cu culturi sau alte recipiente, precum si
materialele contaminate se depoziteaza dupa lucru in camera de decontaminare, pe masa de infecte,
pentru decontaminarea ulterioara;

- Manipularea aparatelor se va face respectand instructiunile de folosire specifice;

- Atentie la manipularea substantelor caustice si inflamabile, precum si a flacarii de gaz!

-In cazul raspandirii accidentale a materialului infectios, va fi anuntat cadrul didactic care
conduce lucrarile si care va indica masurile de dezinfectie;

- Orice incident se semnaleaza de urgentad cadrului didactic!

e Dupd terminarea activitatilor, mainile se spala cu apa calda si sdpun si se dezinfecteaza cu
solutiile dezinfectante special destinate, disponibile in laborator.

Principalele masuri de prim ajutor in laborator

In cazul oricarui tip de accident, prima misurd o constituie incetarea expunerii, urmati de
actiuni specifice, dupa caz:

- Intoxicatiile minore prin inhalare se combat prin inhalare de aer curat (in curte) si repaus,
sub supraveghere;

- Arsurile termice minore se trateaza cu solutie sau spray protector din trusa de prim ajutor;

- Arsurile minore cu substante chimice se trateaza prin spalarea cu multa apa si aplicarea
solutiilor neutralizante specifice (solutie de bicarbonat de sodiu 2% pentru arsurile cu acizi
si respectiv solutie de acid acetic 2% pentru arsurile cu baze);

- Expunerea la agenti biologici se trateaza prin aplicarea unui dezinfectant concentrat, se
absoarbe cu ajutorul unui prosop de hartie (care se va decontamina corespunzator), se spala
cu apa calda si sapun si se reaplicd dezinfectantul;

Procedura recomandata in cazul imprastierii materialului infectios implica izolarea zonei
afectate, evacuarea persoanelor din perimetrul respectiv, evitarea aerosolizarii si aplicarea masurilor
de decontaminare cu utilizarea echipamentului individual de protectie. Masuri specifice:

- Se colecteaza deseurile solide, se absorb cu prosoape de hartie deseurile lichide;

- Se aplica un dezinfectant concentrat dinspre margini spre centrul zonei contaminate, se lasa
sa actioneze 10-15 minute, apoi se spald si se sterilizeaza zona cu ajutorul lampilor UV;

- Materialele contaminate se elimina pe circuitul deseurilor infectioase.
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Reglementarea industriei farmaceutice si autorizarea medicamentelor.

Informarea cu privire la medicamente. Monografiile plantelor medicinale

f Continut si competente: \
- Procedura autorizarii medicamentelor si dispozitivelor medicale
- Informatiile publice cu privire la rezultatele studiilor clinice
- Documentele destinate informarii personalului medical si pacientilor
- Prospectul medicamentului si raportarea reactiilor adverse

k— Suplimentele alimentare. Produsele pe bazd de plante medicinale /

Principiul lucrarii

Disponibilitatea comerciala a medicamentelor este reglementatd legal. Rezumatul
informatiilor din studii clinice este accesibil publicului larg. Documentarea din surse corecte si
actualizate este esentiald atdt pentru personalul medical cat si pentru pacient. Prospectul
medicamentului furnizeazd informatii utile si actualizate in permanentd. Farmacovigilenta:
semnificatia si importanta raportarii efectelor adverse.

Agentia Europeana pentru Medicamente si autorizarea medicamentelor

Agentia Europeana pentru Medicamente (European Medicines Agency, EMA) este o agentie
descentralizata a Uniunii Europene (UE), responsabild pentru evaluarea stiintifica, supravegherea si
monitorizarea sigurantei medicamentelor. In cadrul agentiei, o serie de comitete dedicate adopta avize
sau recomandari si publica rezultate cu privire la medicamente si dispozitive medicale: Comitetul
pentru produse medicamentoase de uz uman, Comitetul de evaluare a riscurilor de farmacovigilenta,
Comitetul pentru produse medicamentoase de wuz veterinar, Comitetul pentru produse
medicamentoase orfane, Comitetul pentru produse medicinale din plante, Comitetul pentru terapii
avansate si respectiv Comitetul pediatric. O sursa validd de informare pentru pacienti o reprezinta
European Patients’ Academy on Therapeutic Innovation (EUPATI). EUPATI este o fundatie
independenta non-profit care oferd educatie si instruire pentru a creste capacitatea pacientilor si a
reprezentantilor pacientilor de a intelege si de a contribui semnificativ la cercetarea si dezvoltarea
medicamentelor si pentru a Tmbunatati disponibilitatea informatiilor medicale (www.eupati.eu).

Medicamentele din UE sunt autorizate printr-una din cele doud proceduri de autorizare:
centralizatd sau nationald. Numai medicamentele carora le-a fost acordata autorizatia de punere pe
piata pot fi comercializate in Spatiul Economic European (SEE). EMA si respectiv Agentia Nationala
a Medicamentului si Dispozitivelor Medicale (ANMDM) din Romania nu doar autorizeaza
medicamente, ci au de asemenea rolul de a furniza informatii transparente si utile despre
medicamentele dezvoltate de catre companiile farmaceutice. La incheierea fiecarui studiu clinic este
realizat un raport detaliat al studiului, care adoptd formatul stabilit de catre autoritdtile de
reglementare. Fiecare raport are, in general, cateva sute de pagini, iar accesul este, In general, limitat
la sponsor si autoritatile de reglementare care evalueaza cererea de autorizare a punerii pe piata.
Rezumatul informatiilor incluse in raportul studiului clinic intrd in domeniul public pe mai multe céi.
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Registrele de studii clinice. In UE, derularea studiilor clinice se realizeazi conform
Directivei UE 20/2001 si a amendamentelor sale. Baza de date European Union Clinical Trials
Register (EudraCT, www.clinicaltrialsregister.cu) colecteaza informatii privind toate studiile clinice

efectuate in statele membre. Incepand din iulie 2014, aceast platforma online pune la dispozitia
publicului, de asemenea, rezultatele rezumative ale studiilor clinice. Pentru studiile efectuate in UE
dupa data de 1 ianuarie 2015, toate aceste rezultate trebuie publicate, indiferent de implicatiile lor
pozitive sau negative. Incepand cu data de 31 ianuarie 2025, sponsorii studiilor clinice in derulare vor
transfera informatiile intr-un nou sistem european centralizat, Clinical Trials Information System
(CTIS). Organizatia Mondiala a Sanatatii stabileste standarde internationale privind inregistrarea si
raportarea tuturor studiilor clinice si centralizeazd informatiile prin intermediul platformei
International Clinical Trials Registry Platform (https://www.who.int/clinical-trials-registry-

platform). In Statele Unite ale Americii (SUA), registrul ClinicalTrials.gov (www.clinicaltrials.gov)

are o functie similara.

Rapoartele publice europene de evaluare. Atunci cand autorizarea unui nou medicament
este solicitata prin procedura centralizatd, un raport public de evaluare este redactat de catre EMA.
Acest raport este publicat pe site-ul web EMA dupa adoptarea unei decizii de aprobare sau respingere
a cererii de autorizare, oferind informatii publice privind medicamentul, inclusiv despre modul in
care acesta a fost evaluat, impreuna cu un rezumat accesibil publicului larg. Informatiile confidentiale
despre fabricarea produsului nu sunt incluse. Rapoartele sunt actualizate periodic pentru a reflecta
cele mai recente informatii privind reglementarile aplicabile medicamentelor.

Rezumatul caracteristicilor produsului reprezinta un document esential in procesul de
autorizare a unui medicament nou. Acest document este destinat personalului medical si sumarizeaza
informatiile relevante, necesare pentru ca acesta sd poatd informa pacientii despre:

- beneficiile si riscurile medicamentului ales;

- Indrumari detaliate privind utilizarea, impreund cu avertismente relevante referitor la ce
trebuie facut si respectiv evitat in perioada de administrare a medicamentului.

Prospectul medicamentului este destinat utilizatorilor sau pacientilor. In functie de
reglementarile nationale, aceste documente pot fi disponibile pe internet, la autoritatile de
reglementare, pe site-urile producdtorilor sau pe site-urile gestionate de catre organizatii
independente. Compania farmaceutica are obligatia de a furniza un prospect al medicamentului care
contine toate informatiile din rezumatul caracteristicilor produsului, care sunt necesare si utile pentru
pacient. Ordinea si continutul prospectului sunt strict reglementate astfel incat, dupa citirea acestuia,
pacientul trebuie sa inteleagd pe deplin ce este medicamentul, la ce serveste si cum trebuie utilizat.
Sectiunile prospectului medicamentului sunt urmatoarele:

- Ce este medicamentul si pentru ce se intrebuinteaza;

- Ce trebuie sa stie pacientul inainte de a utiliza medicamentul: contraindicatii, interactiuni cu
alimentele sau alte medicamente, masuri de precautie;

- Modul de administrare/utilizare a produsului respectiv;

- Posibilele efecte secundare;

- Modul de depozitare a medicamentului;
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- Continutul pachetului si alte informatii (precum producatorul si titularul autorizatiei de
punere pe piata).

Informatiile privind potentialele efecte secundare sau reactiile adverse ale medicamentului
reprezintd un element important al prospectului. Este posibil ca nu toate reactiile adverse sa fie
cunoscute In momentul aprobarii unui medicament. Cele mai rare pot aparea abia dupa ce
medicamentul este administrat unui numdr mare de pacienti sau dupd perioade indelungate. Este
important ca pacientii sd fie implicati In supravegherea noilor reactii adverse. Legislatia privind
farmacovigilenta impune informarea pacientilor privind importanta raportarii noilor reactii adverse.
Toate prospectele medicamentelor trebuie sa contind textul standard: ,,Daca manifestati orice reactii
adverse, adresati-va medicului dumneavoastra, farmacistului sau asistentei medicale. Acestea includ
orice posibile reactii adverse nementionate in acest prospect. De asemenea, puteti raporta reactiile
adverse direct prin intermediul sistemului national de raportare. Raportand reactiile adverse, puteti
contribui la furnizarea de informatii suplimentare privind siguranta acestui medicament.”

Pacientii au optiunea de a raporta efectele adverse medicului sau farmacistului. In Romania,
pe site-ul ANMDM existd optiunea de raportare directd online (https://www.anm.ro/medicamente-

de-uz-uman/farmacovigilenta/raporteaza-o-reactie-adversa/). EMA realizeazd o monitorizare

centralizatd a sigurantei medicamentelor pe tot parcursul ciclului lor de viatd, transmite rapoarte
Comisiei Europene si actualizeazd anual lista medicamentelor de uz uman care fac obiectul unei
monitorizdri suplimentare. Informatiile despre efectele secundare raportate sunt disponibile
publicului in baza europeana de date privind rapoartele despre reactiile adverse suspectate la
medicamente (Farkas, 2021).

Modificarile informatiilor privind medicamentele

Orice nou medicament este monitorizat Indeaproape dupd ce devine disponibil pentru
pacienti, prin studiile post-marketing. Atat agentiile de reglementare, cat si companiile farmaceutice
colecteaza rapoarte privind reactiile adverse. Pe baza informatiilor post-autorizare colectate in
rapoartele periodice de actualizdri privind siguranta, raportul dintre beneficii si riscuri este
reconsiderat si reevaluat regulat. Orice noi informatii privind siguranta rezultate in urma acestor
reevaluari pot duce la actualizari ale rezumatului caracteristicilor produsului si prospectului
medicamentului. Continutul relevant din rezumatul celor doud documente poate fi modificat doar
dupa depunerea unei cereri pentru variatie. Eventualele modificari pot fi initiate de catre producator
sau autoritatile de reglementare; de exemplu, in cazul aparitiei unor informatii noi privind siguranta
sau eficacitatea produselor. Initiativa de reglementare poate fi luatd in urma unui referat initiat de
catre autoritdfile de reglementare din statele membre UE sau de catre Comisia Europeana si implica
consideratii stiintifice din comitetele EMA. Este importantd desfasurarea unei actiuni armonizate la
nivelul UE. Toti pacientii si medicii trebuie sa aiba acces la orice noi informatii privind beneficiile
sau riscurile produsului farmaceutic respectiv.

In cazul unor reactii adverse grave nou sesizate, pot fi necesare actiuni urgente. Astfel, poate
fi initiatd o Procedurd de urgentd a UE, de catre un stat membru sau de catre Comisia Europeana.
Rezultatul poate consta in schimbari majore ale conditiilor pentru autorizatia de punere pe piata,
suspendarea sau chiar anularea acesteia. Cel mai frecvent, acest tip de procedura urgenta de siguranta
la nivelul UE va determina publicarea de cidtre EMA a unei comunicari privind siguranta si
actualizarea informatiilor medicamentului in cauzd (www.eupati.eu).
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Suplimentele alimentare si produsele din plante medicinale

Suplimentele alimentare nu sunt supuse rigorilor de cercetare si autorizare specifice
medicamentelor. Totusi, Comitetul pentru medicamente din plante medicinale (Committee on Herbal
Medicinal Products, HMPC) din cadrul EMA evalueaza toate informatiile disponibile, inclusiv datele
non-clinice si clinice, dar si utilizarea si experienta de lunga durata documentate in UE si elaboreaza
monografiile plantelor medicinale. Monografia reprezinta avizul stiintific al HMPC privind datele de
siguranta si eficacitate despre o substantd pe bazd de plante si preparatele sale destinate uzului
medicinal. Monografiile UE ofera toate informatiile necesare pentru utilizarea unui medicament care
contine o anumita substantd sau preparat din plante:

- La ce se foloseste produsul pe baza de plante;

- Cui este destinat produsul pe baza de plante;

- Informatii privind siguranta, cum ar fi informatii privind reactiile nedorite si interactiunile
cu alte medicamente.

Monografiile formeaza baza pentru informatiile individuale obligatorii despre medicament,
cum ar fi rezumatul caracteristicilor produsului si prospectul. Acestea sunt publicate impreuna cu alte
documente, inclusiv un raport de evaluare care contine recenzii ale tuturor datelor disponibile
relevante pentru utilizarea medicamentoasa a substantei sau preparatelor din plante.

ACTIVITATE EXPERIMENTALA

1. Analiza bazelor de date pentru studii clinice
Accesati bazele de date www.clinicaltrialsregister.eu si www.clinicaltrials.gov si verificati

sumar studiile clinice 1n care este testat acidul acetilsaliciclic. Repetati cautarea pentru acid salicilic.

2. Studiul prospectului medicamentului

Studiati 1n autorizatiile de punere pe piatd prospectele medicamentelor ASplI‘ln
(https://www.anm.ro/ / PRO/PRO 11322 11.01.19.pdf) si Aspenter®
(https://www.anm.ro/ / PRO/PRO_8517 14.01.16.pdf), urmirind in mod special: denumirea
comuna internationala a substantei medlcamentoase, doza de substanta activa, compozitia, indicatiile,
modul de administrare, interactiunile medicamentoase si efectele adverse posibile.

3. Studiul monografiilor UE pentru plante medicinale

Studiati rapoartele EMA/HMPC/434892/2010 si EMA/HMPC/80628/2016 urmarind
indicatiile terapeutice, studiile clinice si posibilele efecte adverse ale preparatelor din Filipendula
ulmaria (cretusca) si respectiv Salix sp. (salcia).

4. Studiul nomenclatorului medicamentelor de uz uman al ANM
Accesati platforma https://www.anm.ro/medicamente-de-uz-uman/nomenclatorul-

medicamentelor-de-uz-uman/ si verificati lista medicamentelor aprobate pentru comercializare dupa

denumirea comercialda Aspirin. Efectuati o noua cautare dupa denumirea comuna internationala (DCI)
acidum acetylsalicylicum. Analizati comparativ medicamentele disponibile pe piata.
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Intrebari si exercitii

1. Aspirin® sau Aspenter®? Care sunt indicatiile acestor medicamente, asociate cu dozajul
substantei active? Care este modul de administrare recomandat? Incercati sa explicati repozitionarea
pe piata a unuia din cele doud medicamente.

2. De ce existd interactiuni la administrarea acestor medicamente? Care sunt efectele
adverse? De ce se impun precautii i atentionari speciale?

3. Ce alte medicamente cu administrare orala cunoasteti, avand indicatii terapeutice similare
celor cu substanta activa acidum acetylsalicylicum 500 mg?

4. Conform informatiilor disponibile in platformele dedicate studiilor clinice, care sunt
indicatiile terapeutice pentru care este studiat acidul acetilsalicilic?

5. Pentru ce indicatii terapeutice sunt utilizate preparatele din cretusca si respectiv salcie,
conform monografiilor UE? Ce studii clinice au fost efectuate pe astfel de preparate?

6. Care sunt diferentele dintre un medicament si un supliment alimentar? Dar intre un
supliment alimentar si o plantd medicinala?
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De la salicina la aspirina. Extractia salicinei din scoarta de salcie.

Testarea semicantitativa a acidului salicilic.

Activitati si competente:

- Formularea medicamentelor. Substanta medicamentoasd si actiunea terapeutica
- Extractia principiilor active, transformari prin reactii de hidroliza si oxidare

- Evidentierea acidului salicilic prin colorimetrie

- Analiza semicantitativa a compusilor 1n extracte si solutii

Principiul lucrarii

Salicina este un compus natural bioactiv utilizat ca precursor al acidului salicilic. Prin reactii
de hidroliza si oxidare, din salicind se obtine acid salicilic. Acidul salicilic reactioneaza cu clorura
ferica, rezultand un compus de culoare violet, a carui concentratie poate fi estimatd semicantitativ
prin comparatie cu intensitatea culorii in solutii etalon.

De la salicina la acid acetilsalicilic. Consideratii farmacologice. Controlul de calitate

Salicina este o B-glicozida alcoolica extrasa din diverse materiale vegetale. A fost izolata
pentru prima oara in anul 1828, iar acidul acetilsalicilic a fost sintetizat chimic in 1897 (Desborough
si Keeling, 2017). Salicina si alfi metaboliti secundari din grupul saliciglicozidelor se gasesc in
ramuri, scoartd, frunze si flori de Salix sp., Populus sp., Spiraea sp., Filipendula sp. si in castoreum
(Carpa si colab., 2022). Rapoartele HMPC din cadrul EMA a publicat concluziile stiintifice rezultate
din date clinice si toxicologice privind utilizarea medicinala a preparatelor din Filipendula ulmaria
(EMA/HMPC/434892/2010) si Salix sp. (EMA/HMPC/80628/2016).

Salicina este descrisa ca promedicament (prodrug) al acidului salicilic (Akao si colab., 2002;
Tawtfeek si colab., 2021). Promedicamentul reprezintd un compus care este metabolizat la o forma
farmacologic activa dupa administrarea in organism. Promedicamentele sunt de obicei utilizate pentru
a optimiza proprietatile fizico-chimice (solubilitatea, stabilitatea Tn mediul acid), pentru a imbunatati
farmacocinetica (absorbtie, distributie, metabolizare si excretie), pentru a reduce frecventa si
gravitatea efectelor adverse prin diminuarea toxicitdtii sau pentru a asigura livrarea la tintd a
substantei medicamentoase. Aceste tipuri de medicamente sunt concepute pentru a furniza o
biodisponibilitate superioard comparativ cu formele farmacologic active. In urma ingestiei
preparatelor medicinale, transformarile salicilglicozidelor la salicind si ulterior la alcool salicilic
(saligenind) implica reactii de hidroliza la nivelul tubului digestiv, urmate de reactii de oxidare in
sange si ficat, ce au ca rezultat formarea acidului salicilic (Figura 1).

Salicina are proprietati antiinflamatorii, analgezice si antipiretice. Acidul salicilic este un
agent keratolitic, comedolitic si bacteriostatic, cu proprietati antiinflamatorii, utilizat in preparate
medicamentoase pentru uz extern. in tehnologia farmaceutic, salicina este de asemenea utilizata ca
materie prima, fiind precursor pentru obtinerea acidului acetilsalicilic (Figura 2), compus cu
proprietati antiinflamatorii, analgezice si antipiretice avand efecte farmacologice superioare salicinei.
Printre reactiile adverse cele mai frecvente raportate la administrarea de acid acetilsaliciclic sunt
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iritatiile gastrice, microhemoragiile si sangerarile. Supradozarea are efecte toxice, iar medicamentele
pe baza de salicilati nu sunt indicate copiilor, datoritd riscului de aparitie a sindromului Reye.

Hidroliza acida a salicinei este accentuata la pH scazut si temperaturi ridicate (Toiu si colab.,
2011; Clay si McLeod, 2012; Nekhoroshev si colab., 2020). Compusul de culoare violet ce rezulta in
urma reactiei acidului salicilic cu clorura de fier (IIT) (Figura 3) se datoreaza gruparii fenol, care
lipseste la acidul acetilsalicilic. Prin urmare, testul rapid este aplicat pentru a verifica stadiul
procesului in sinteza chimica a acidului acetilsalicilic, respectiv cantitatea de acid salicilic
neconsumat. De asemenea, o reactie pozitiva la testarea cu FeCls, aplicatd pentru a testa calitatea si
stabilitatea medicamentelor continand acid acetilsalicilic indica fie impurificarea, fie degradarea
acestora. Reactia poate fi aplicatd pe probe de urind pentru a detecta o eventuald intoxicatie cu
salicilati (Hoffman si colab., 2002).

[0] OH

H OH

Salicina Glucoza Alcool salicilic Acid salicilic

Figura 1. Transformaérile salicinei la acid salicilic
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Figura 2. Sinteza chimica a aspirinei
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Figura 3. Compusii rezultati din reactia acidului salicilic cu clorura ferica

ACTIVITATE EXPERIMENTALA

Necesar
» Material vegetal: Salicis cortex, Populi gemmae, Filipendulae ulmariae herba etc
* Etanol 50% (100 ml)
* Acid salicilic (0,01 g)
* Solutie FeCl3 0,1M (10 ml)
* Solutie HC1 1M (10 ml)
* Pahare Erlenmeyer 100 ml
* Tuburi Falcon 50 ml

15



Anca Farkas

* Eprubete 10x100 mm si 16x150 mm

* Cilindri gradati 25 ml, 100 ml

* Pipete, pipete Pasteur

* Foarfece, penseta, mojar

* Pix marker permanent

» Echipament de laborator: balanta, centrifuga, baie de apa

Mod de lucru

1. Recoltarea si pregatirea materialului vegetal

Calitatea materiei prime vegetale folosite pentru obtinerea de preparate galenice si
medicamente trebuie sd Indeplineasca cerintele indicate in articolele editiei actuale a Farmacopeei
Europene (Ph. Eur. 2023). Recoltarea, sortarea, uscarea, conditionarea si depozitarea materialelor
vegetale se realizeaza in conditii optime, in functie de principiile active ale plantei, fiind descrise in
ghidurile de farmacognozie. Mai jos sunt rezumate cateva exemple.

- In cazul salciei se utilizeazi scoarta, ramurile tinere si frunzele. Salicis cortex: se colecteaza
scoarta de pe ramurile in varstd de 3 — 4 ani, primavara, in timpul circulatiei abundente a sevei, cand
se desprinde usor de la arborii speciilor Salix alba, S. caprea, S. matsudana tortuosa, S. purpurea L.,
S. daphnoides Vill. sau S. fragilis L.,

- Populi gemmae: mugurii de plop se recolteaza iarna sau primavara foarte devreme, in luna
martie;

- De la cretusca se utilizeaza florile sau frunzele. Filipendulae ulmariae flos: se recolteaza
inflorescentele in lunile iunie-august.

Ulterior colectarii, materialul vegetal se sorteaza si se usuca la umbra, in strat subtire, in
amplasamente bine ventilate, la temperaturi mai mici de 40°C. Se pastreazd in locuri ferite de
umezeala.

2. Prepararea extractelor vegetale

Extractia principiilor active din surse naturale se poate realiza prin procedee discontinue
(clasice precum macerarea, percolarea, infuzarea, decoctia, sau prin metode mai performante precum
extractia acceleratd cu solvent, extractia asistatd de microunde, extractia cu fluid supercritic) si
procedee continue (extractia continua cu solventi organici, percolarea continud, extractia Soxhlet).
Macerarea in solutii hidroalcoolice presupune utilizarea de material vegetal uscat, in cazul tincturilor,
sau 1n stare proaspdtd, la prepararea alcoolaturilor.

Se pregateste o serie de flacoane Erlenmeyer, corespunzator numarului de probe de analizat,
si se noteazd. Se prepara extractele prin macerarea materialui vegetal (ramuri tinere si scoartd de
salcie provenind de la diferite specii, flori de cretusca etc.):

- Se cantareste 1 g material vegetal si se marunteste;

- Se transfera in pahar Erlenmeyer;

- Se acopera cu 10 ml solutie de etanol 50% si 1 ml solutie de HCI 1M si se macereaza 30 de
minute prin incalzire la 80°C;

- Se transfera in tuburi Falcon si se centrifugheaza 1 minut la 4.000 rpm, echilibrand rotorul
centrifugii.
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3. Prepararea probelor de substante medicamentoase

- Se noteazd un numar de eprubete 10 x 100 mm, corespunzator numarului de preparate
farmaceutice de tip medicament (comprimate cu acid acetilsalicilic) sau supliment alimentar (capsule
cu salicind naturald) care urmeaza a fi testate;

- Pentru fiecare esantion se prepard cate 2 ml solutii de concentratii variate, in apa distilata:
10% si 1% salicind pentru suplimente alimentare; 2% si 0,2% acid acetilsalicilic pentru tablete in
perioada de valabilitate; 0,2% si 0,02% acid acetilsalicilic pentru tablete cu termenul de valabilitate
expirat.

4. Prepararea solutiilor etalon de acid salicilic

Se aliniaza in stativ si se eticheteaza 3 eprubete 10 x 100 mm, pentru solutiile etalon de acid
salicilic: I, I, III. Se prepara 2 ml solutie de acid salicilic (acid 2-hidroxibenzoic) 0,2% 1n apa distilata.
Ulterior, prin tehnica dilutiilor succesive, se realizeaza doua dilutii zecimale. Vor fi necesari cate 2
ml din fiecare solutie de acid salicilic:

-0,2% (sol. I): 0,004 g acid salicilic la 2 ml apa distilata

-0,02% (sol. IT) —2 ml

- 0,002% (sol. IIT) — 2 ml

5. Analiza semicantitativa a acidului saliciclic

- Se aliniaza in stativ §i se eticheteaza un numdr de eprubete 10 x 100 mm, corespunzator
numarului de probe;

- Se transfera cate 2 ml din extractul centrifugat in fiecare eprubeta;

- Se adauga cate o picatura de solutie FeCls in fiecare eprubeta continand 2 ml de solutie etalon
I I si IIL;

- Se adauga cate o picatura solutie FeCls in fiecare eprubeta continand 2 ml de extract vegetal,
se compara cu seria etalon si se noteaza observatiile;

- Se adauga cate o picatura solutie FeCls in fiecare eprubeta continand preparate farmaceutice,
se compara cu seria etalon si se noteaza observatiile (Figura 4).

Figura 4. Testarea semicantitativa a acidului salicilic.1 — martor negativ; 2, 3, 4 — solutii etalon acid salicilic
0,2%, 0,02% si 0,002%; 5, 6 — solutii 2% si 0,2% acid acetilsalicilic, tableta cu termenul de valabilitate
expirat; 7, 8 — solutii 0,2% si 0,02% acid acetilsalicilic, tabletd efervescenta cu termenul de valabilitate

expirat; 9, 10 — extracte alcoolice Salicis cortex 10% din Salix alba si Salix matsudana tortuosa
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Intrebari si exercitii

1. Care sunt factorii care intervin in formularea medicamentelor?

2. Care sunt indicatiile terapeutice ale preparatelor cu acid salicilic? Dar ale celor cu acid
acetilsalicilic? Care sunt formele farmaceutice pentru care se opteaza in realizarea medicamentelor
continand aceste substante active?

3. Comparati compozitia drajeurilor de Aspirin®
(https://www.anm.ro/ / PRO/PRO_ 11322 11.01.19.pdf) cu cea a tabletelor efervescente de
Aspirin® C forte (https:/www.anm.ro/ / RCP/RCP_15180 08.11.23.pdf). Care este rolul
substantelor auxiliare din aceste forme farmaceutice?

4. Prin ce se diferentiaza cele trei tipuri de testare: calitativa, cantitativa si semicantitativa?

5. Dezvoltati un protocol sumar de detectie cantitativd a acidului salicilic, impreund cu
necesarul de reactivi si echipamente.

6. Mentionati posibile aplicatii ale detectiei rapide a acidului salicilic.
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Biosinteza penicilinei in cultura de Penicillium sp.

Activitati si competente:

- Etapele cercetarii si dezvoltarii medicamentelor. Procesarea in amonte

- Izolarea unor tulpini pure de Penicillium rubens (anterior P. chrysogenum)
- Cultivarea fungilor in vederea obtinerii penicilinei

- Controlul si reglarea biosintezei

Principiul lucrarii

Diferite tulpini ale unor micromicete precum cele din genurile Penicillium (Penicillium
rubens), Acremonium (Acremonium chrysogenum), Aspergillus (Aspergillus nidulans) si altele, sunt
capabile sa produca diferifi compusi cu valoare antibioticd. Natura microorganismului producator,
conditiile de culturd si prezenta in mediul de culturd a unor precursori determind structura si
proprietatile antibioticului produs. Conditia primordiala este de a avea o tulpind valoroasa a
microorganismului producator.

Antibiotice beta-lactamice naturale si semisintetice. Caracteristicile biosintezei

Antibioticele beta-lactamice includ peniciline, cefalosporine si carbapeneme, acestea primind
denumirea de la structura caracteristica, inelul B-lactam (Figura 5). Gruparea p-lactam este o structura
formata din patru atomi (unul de azot si trei de carbon) ce se intdlneste foarte rar In naturd, in afara
grupului de antibiotice (Muntean, 2013).
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Figura 5. Similaritati structurale ale antibioticelor beta-lactamice

Penicilinele au denumirea de la structura caracteristica, acidul 6-aminopenicilanic (6-APA),
ce constd dintr-un inel B-lactam si un inel tiazolidinic. La 6-APA, in pozitia 6, este atasatd o catend
variabild (R1). Existd numeroase peniciline naturale (G, K, O, X, F, V), care diferd prin natura
radicalului de care se leagd inelul B-lactam. Aceastd grupare confera denumirea antibioticului:
benzilpenicilina (penicilina G), fenoximetilpenicilina (penicilina V) etc. Dintre cele uzuale in terapia
bolilor infectioase, numai penicilina G, penicilina V si acidul clavulanic sunt molecule naturale.
Structural, acidul clavulanic este un clavam ce contine inelul B-lactam fuzionat cu un inel oxazolidinic
(contine in pozitia 4 un atom de oxigen in locul sulfului) (Figura 6). Activitatea penicilinelor se
exprima in unitati internationale (U.I.) si este influentatda de structura moleculei, respectiv a
radicalului (Tabelul 1) (Farkas, 2021).
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Figura 6. Structura unor peniciline naturale

Tabelul 1. Structura si activitatea penicilinelor (dupa Farkas, 2021)

Denumirea penicilinei Structura radicalului Denumirea radicalului A[:JUIV i/::tge;a
Penicilina G CeH5-CH2- Benzil 1.667
Penicilina F CH3-CH2-CH=CH-CH2- 2-pentenil 1.500
Dihidropenicilina F CH3-CH2-CH2-CH2-CH2- 2-pentil 1.670
Penicilina K CH3-(CH2)5-CH2- n-heptil 2.300
Penicilina V CeH5-O-CH2- Fenoximetil 1.630
Penicilina X HO-C6H4-CH2- p-hidroxi-benzil 900
Penicilina O CH2=CH-CH2-S-CH2- Alilmercoptometil -
Penicilina S CH3-CCI=CH-CH2-S-CH2- | 3-clor-2-buteniltiometil -

Antibioticele beta-lactamice naturale sunt produse de specii de fungi sau bacterii. Tulpini de
Penicillium rubens, Aspergillus nidulans, A. oryzae produc peniciline, iar cele de Acremonium
chrysogenum produc cefalosporina C. Actinobacteriile din genul Streptomyces produc penicilina N,
iar S. clavuligerus este utilizatd in biosinteza cefamicinei C si a acidului clavulanic. Consacrate pentru
producerea penicilinei G sunt suse precum P. rubens Biourge (1923) sau ATCC 9478 (fosta P.
chrysogenum, fostd P. notatum), izolatd de Alexander Fleming, ori tulpinile superproducitoare
utilizate in productia industriala: P. rubens NRRL 1951, P. rubens Wisconsin 54-1255 sau ATCC
28089, P. rubens P2, P. rubens AS-P-78 (foste P. chrysogenum) (Houbraken si colab., 2020; Martin,
2020; Fierro si colab., 2022). Conform International Commission of Penicillium and Aspergillus
(http://www.aspergilluspenicillium.org), genul Penicillium cuprinde 1n prezent 535 de specii,

descrise si acceptate (Visagie si colab., 2014; 2020). Tulpinile consacrate producétoare de penicilinad
anterior clasificate ca P. notatum si P. chrysogenum au fost recent reidentificate ca P. rubens
(Houbraken si colab., 2011), insd denumirea de P. chrysogenum inca se pastreaza de catre furnizorii
de tulpini standard pentru biotehnologiile farmaceutice. Unele tulpini au suferit multiple reclasificari
de-a lungul timpului. Spre exemplu, cea izolatd de Fleming, prezumptiv descrisa ca P. rubrum, a fost
identificatd de micologul Charles Thom ca P. notatum Westling si reclasificata ulterior P. rubens
Biourge (1923), codificata de American Type Culture Collection ca ATCC 9478.

In biosinteza industriald, prepararea inoculului micelian pleaci de la suspensie de spori sau
spori liofilizati, iar inoculul reprezintd 5 — 10% din volumul mediului de fermentatie. Tulpina de
micromicet se cultiva, 1n conditii aseptice, in mediul de culturd continand drept sursd de carbon
glucoza, melasa de sfecld sau lactoza. Ca sursd de azot se adaugda must de cereale ce contine [3-
feniletilamind. Se pot suplimenta precursori ai lanturilor laterale precum acidul fenilacetic sau
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fenilacetamida, care trebuie mentinuti la un nivel constant si destul de scazut.Spre sfarsitul perioadei
de fermentatie sursa de azot se epuizeazd, asa Incat trebuie suplimentata. De reguld, sursa de
carbohidrati se adauga intermitent, cu exceptia lactozei. Mediul de culturd se mentine la un pH de
6,3, favorabil fermentatiei. La inceputul procesului, pH-ul este 7, apoi scade la 3, astfel cd mediul
se tamponeaza permanent cu NaOH pentru asigurarea unui pH optim.Temperatura de fermentatie
se mentine la valori de aproximativ 25°C. Productivitatea este mai mare dacd temperatura se regleaza
dupa faza de crestere: 30-32°C pentru trofofaza si 24°C pentru idiofaza. Agitarea puternicd mentine
componentele mediului in suspensie si asigurd concentratia oxigenului dizolvat necesar mucegaiului,
foarte aerob. Penicilinele si cefalosporinele naturale sunt derivate din molecule asamblate in sistem
modular, fiind peptide sintetizate non-ribosomal. Biosinteza se bazeazd pe condensarea a trei
aminoacizi:acidul L-o-aminoadipic, L-cisteina si L-valina. Sinteza penicilinei este supusa
mecanismului reglarii prin feedback al sintezei metabolitilor primari. Desi penicilina este un metabolit
secundar, obtinerea sa este influentatd de metabolitii primari, precursori ai biosintezei.
Aminoacizii proteinogeni (izomeri L) precum valina si lizina in exces exercitd o actiune inhibitorie
a activitatii enzimelor lantului de biosinteza (Farkas, 2021). Biosinteza penicilinei este inhibata de
prezenta unor glucide (glucoza, zaharozd), accentuatd de fosfatii anorganici, iar odatd instalata
represia de catabolit, aceasta nu este inactivata de reglarea pH-ului spre domeniul alcalin. Exprimarea
genelor din clusterul biosintezei penicilinei este dependentd de disponibilitatea sursei de azot, dar
represatd de un nivel ridicat al ionilor de amoniu (Martin si colab., 1999; Brakhage si colab., 2004).

ACTIVITATE EXPERIMENTALA

Necesar pentru testarea a 4 tulpini fungice

* Placi Petri cu mediul de cultura lactoza peptona agar / Czapek-Dox agar (4 buc)

* Flacoane cu cate 100 ml mediu de cultura lichid pentru biosinteza penicilinei (4 buc)

* Extract de porumb (50 ml)

* Solutie de glucoza 5,5% (25 ml)

* Seringa sterild si filtre sterilizante cu porozitate 0,2 um (Minisart)

* Pahare Erlenmeyer 100 ml si 250 ml

* Baloane cu fund plat 250 ml (4 buc)

* Cilindri gradati 25 ml, 50 ml, 100 ml, 250 ml

* Tulpini de micromicete sau fructe (citrice) si paine alterata

* Tulpini de P. rubens din surse naturale diverse (paine, fructe) si o tulpina de referinta (ATCC
9478, ATCC 28089 sau o tulpina superproducatoare utilizata industrial)

* Pipete, varfuri, pipete Pasteur, anse, penseta

* Pix marker permanent

* Echipament de laborator: balante, pH-metru, agitator cu incéalzire, vortex, incubator, etuva,
autoclav sterilizare, autoclav decontaminare, frigider reactivi, frigider tulpini, hotd microbiologica,
lampi UV, bec de gaz

Mod de lucru
1. Prepararea mediilor de cultura si a solutiilor
Atentie: Retetele mediilor de culturd prevad cantitdtile necesare pentru prepararea unui volum
final de 1 litru. Se vor ajusta cantitatile raportat la volumul preparat!

21



Anca Farkas

- Se cantaresc 10g faina de porumb si se macereaza in 100 ml apa rece timp de 30 minute,

dupa care se preleveaza extractul apos si se autoclaveaza timp de 15 minute la 121°C;

- Se prepara 100 ml mediu agarizat prin dizolvarea ingredientelor la cald. Pentru mediul cu

lactoza-peptona se ajusteaza pH-ul la 6,5 + 0,2 si se autoclaveaza 15 minute la 121°C. Pentru mediul

Czapek Dox se ajusteaza pH-ul la 6 + 0,2 si se autoclaveaza 20 de minute la 115°C;

- Se prepara 4 x 100 ml mediu de cultura lichid prin dizolvarea ingredientelor la cald, se

ajusteaza pH-ul la 7 = 0,2 si se autoclaveaza 15 minute la 121°C;

- Se prepara solutia de glucoza si se sterilizeaza prin filtrare sterilizanta;

- Se toarna mediul agarizat sterilizat in cutii Petri sterile sub hota microbiologica;

- In fiecare balon continand bulion lactozat se adauga cate 2 ml solutie glucoza si 10 ml extract

de porumb, in conditii sterile, inainte de inoculare.

Compozitia mediului lactoza peptona agar

A AT it I5¢g
Lactoza .....coovvieeeiieeeeeeee e 0,5¢g
Peptona.......cccoveeviiiiiie e, 0,5¢g
Apa distilata........cccoeevvieeiieieieeeee e 11

Compozitia mediului Czapek Dox agar

ZANATOZA ....cocvveeeiieeeiieeeie et 30g
NANO3 e 3g
KoHPO4 (e, lg
MgSO4 X TH20 ..o 0,5¢g
KC e 0,5¢g
FeSO4..uiiiiiiiiiiiiiic e 0,0l g
AGAT it I5¢g
Apa distilata........cocoveeiiieiiieiieiee e, 11

Lactoza ......oovvieiiiiiiieie 44 ¢
NaNO3 ..o 3g
MESO4 e 0,25¢g
KHoPO4 oo 0,5 g
ZNSO4 .o, 0,044 ¢
MDSO4 ..o, 0,044 ¢
Apa distilata........c.oeoveeeiiieeiiee e 11

Solutie de glucoza 5,5% (pentru 4 x 100 ml mediu de cultura)

GIUCOZA.....coeieeeeeeeeeee e 22¢

Apa distilata........c.cooeeveeeiiiee e, 40 ml
Extract de porumb (pentru 4 x 100 ml mediu de cultura)

Faina de porumb..........cccoevviieiiiiiiiiieieeee 10g

Apa distilata........cocoveeiieiiieiiie e, 100 ml
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2. Obtinerea penicilinei in mediul de culturd

- Se izoleaza pe placile cu mediul lactoza peptona agar/Czapek Dox agar tulpini pure de
Penicillium rubens si alte micromicete din diverse surse (fructe, paine);

- Se obtin prin propagare 3-4 culturi pure, de preferinta tulpini provenite din surse diferite,
pentru a evalua comparativ capacitatea acestora de a produce compusi cu valoare antibiotica. Se va
lua in considerare faptul ca dezvoltarea miceliilor poate necesita o perioada de 14 zile!

- Inainte de inoculare, se suplimenteazi cate 2 ml solutie glucozi si 10 ml extract apos de
porumb 1n fiecare flacon;

- Se inoculeaza cele patru flacoane cu bulion cu 5-10% volum de inocul din fiecare cultura
purd selectatd. Un flacon se inoculeaza cu tulpina de referinta;

- Se incubeaza flacoanele in scopul biosintezei, in primele 24 de ore la 30°C si apoi timp
de 6-13 zile la 24°C. La fiecare 2-3 zile se suplimenteaza cu cate 2 ml solutie glucoza in fiecare
flacon. Biosinteza se realizeazd in incubator cu agitare continud la 200 rpm sau in camera
termostatatd. Daca incubarea se realizeaza in conditii statice, se agitd zilnic continutul flacoanelor
pentru aerare si stimularea fermentatiei,

- Se verifica periodic pH-ul si se corecteaza la valoarea de 6,3;

- Spre finalul biosintezei (in ziua 5 pentru biosinteza de 7 zile sau in ziua 10 pentru biosinteza
de 14 zile) se suplimenteaza fiecare flacon cu 5 ml extract apos de porumb.

intrebiri si exercitii

1. Identificati tipul de bioproces, componentele sale si etapele procesdrii In amonte in
biosinteza penicilinei.

2. Acidul clavulanic difera de antibioticele beta-lactamice conventionale ca structurd si tip de
biosinteza. Ce tip de antibiotic este acesta si de cine este produs? Ce fenomen declanseaza legarea
covalentd a acestuia de restul de serina al beta-lactamazei?

3. Structura catenei variabile (radicalul) determina activitatea antimicrobiana a antibioticului.
Ce alte proprietati ale moleculei mai influenteaza? Poate un radical sa influenteze similar antibiotice
din clase diferite?

4. Identificati produsii intermediari si enzimele biosintezei penicilinei G.

5. Ce este represia prin catabolit si cum este prevenit acest fenomen in decursul biosintezei
penicilinei?

6. Care este rationamentul suplimentarii mediului de cultura cu extract de porumb?

7. In ce etapa de crestere a culturii se sintetizeaza penicilina si de ce? Argumentati conditiile
optime ale derularii biosintezei si identificati cauzele incetdrii producerii de penicilind de catre
miceliul de Penicillium rubens.

8. Accesati linkul de mai jos si urmariti protocolul dezvoltat de Greule si colab. (2017).
Identificati asemanarile si deosebirile dintre metodele prezentate si cele utilizate de noi in laborator.
Imaginati variante pentru continuarea experimentului nostru. https://www.jove.com/v/54952/from-a-

natural-product-to-its-biosynthetic-gene-cluster-a-demonstration-using-polyketomycin-from-streptomyces-
diastatochromogenes-t%C3%BC6028
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Extractia antibioticelor produse pe cale biotehnologica

Activitati si competente:

- Bioprocese cu implicatii in industria farmaceutica. Procesarea in aval

- Extractia penicilinei din mediul de cultura prin separare lichid-lichid

- Identificarea factorilor ce influenteaza randamentul extractiei

- Puritatea substantei medicamentoase. Conformitatea loturilor. Dosarul farmaceutic

Principiul lucrarii

Penicilina obtinuta prin biosintezd cu ajutorul unor tulpini de micromicete se extrage cu
ajutorul unui solvent organic si se cristalizeaza sub forma de penicilinat de potasiu. Conditiile de
temperatura si pH la care se executa operatiile influenteaza gradul de recuperare al antibioticului.

Extractia antibioticelor din mediul de cultura

In cazul multor antibiotice, productia prin biosinteza genereazi un complex antibiotic format
din componente distincte cu structurd aseminitoare, o componentd majora si diferiti congeneri. in
cazul penicilinelor, microorganismul producétor si prezenta unor precursori in mediul de cultura
determina tipul de molecula sintetizata. Pe langa antibioticul de interes, mediul contine numerosi alti
produsi, iar extractia se bazeaza pe solubilitatea, proprietatile adsorbante si ionice ale penicilinei, dar
si pe stabilitatea moleculei. Extractia se realizeaza intr-o succesiune de etape:

* Mediul este transferat in tancuri pentru sedimentare si clarificare, iar fermentatia este oprita prin
racirea miceliului la 5-10°C, 1n paralel cu scaderea pH-ului la 6 si addugarea de formol 1-2% pentru
a reduce contaminarea. Aceste masuri sunt necesare deoarece penicilina este termolabila si foarte
reactiva, fiind usor distrusa la pH alcalin sau de cétre enzime;

* Dupa deproteinizare prin addugare de CaClz, mediul se filtreaza sau se centrifugheaza. Miceliul
separat se spald, iar lichidele de spalare se reunesc cu filtratul initial;

» Filtratul se prelucreaza pentru obtinerea penicilinei: pH-ul se scade la 2 cu ajutorul acizilor
minerali (acid clorhidric, acid sulfuric sau acid fosforic) pentru o perioada scurtd, iar extractia se
realizeaza cu un volum mic de solvent organic (acetat sau amil sau de butil);

 Faza apoasa este separatd de cea organica ce contine penicilina prin centrifugare. Solventul este
trecut printr-un strat de carbune activ pentru indepartarea impuritatilor;

* Se re-extrage penicilina cu un tampon fosfat 2%, la pH 7,5. Solutia tampon continand penicilina
se acidifiaza iar penicilina este din nou extrasa intr-un volum mic de solvent organic, ajungandu-se
la concentrarea penicilinei de 80-100 de ori;

* Penicilinele sunt acizi carboxilici si trebuie convertite in saruri stabile In vederea conservarii.
Penicilina G concentrata este convertitd In penicilinat de Na sau K, respectiv procain penicilind
(Farkas, 2021).

Reducerea numarului de operatii tehnologice, scdderea cantitativa a deseurilor si
imbunatétirea randamenului de obtinere a penicilinei, respectiv a acidului 6-aminopenicilanic (6-
APA) ca precursor al antibioticelor semisintetice se pot Indeplini prin realizarea fermentatiei in
bioreactoare eficiente, continue, automatizate, dar si prin imbunatatirea performantelor extractiei
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utilizand tehnici de separare cu ajutorul acetatului de butil la pH scazut (Aliwarga si colab., 2019),
precum si a utilizarii filtrelor de carbune activ in purificare. Aceste imbunatatiri conduc la o eficienta
a procesului de 90% si un cost aproximativ de 20 $/kg de penicilind, comparativ cu metoda
conventionald a carei eficiente este de 70%, iar costul penicilinei de aproximativ 350 $/kg de
penicilind (Kundu si colab., 2019).

Unele peniciline precum ampicilina si amoxicilina sunt molecule cu caracter amfoter, avand
o grupare amino liberd si o grupare carboxil. Aceste peniciline semisintetice sunt obtinute prin
acilarea enzimaticd a 6-APA cu esteri de fenilglicind. Penicilinacilaza utilizatd pentru cataliza
enzimaticd provine din variate surse microbiene, in special de la specii precum Acetobacter
pasteurianum, Bacillus megaterium, Escherichia coli, Pseudomonas melanogenum, Providentia
rettgeri si Xanthomonas citrii (Kerkhof si colab., 1998). Extractia penicilinelor semisintetice se
realizeaza in solutie apoasd, din mediul de cultura, fard adaos de solventi organici. Conditiile
extractiei si purificarii din amestecul ce contine 6-APA si ampicilind sunt dirijate In functie de
proportia celor doua componente. Pentru precipitarea atat a ampicilinei cét si a precursorului 6-APA
se opereazi la o temperatura cuprinsa intre 0 si 25°C si un pH intre 5,5 si 7,8. In practica, pH-ul optim
este un compromis Intre puritatea ridicata si randamentul ampicilinei recuperate. Atunci cand pH-ul
este putin scdzut sub 8, ampicilina cristalizeazd cu o puritate >90% dar partial rdimane In mediu, iar
6-APA este complet in solutie. Pe de alta parte, la un nivel mai scdzut de pH, ampicilina este aproape
complet cristalizata, dar in acelasi timp o parte din 6-APA este de asemenea precipitat. La un pH aflat
in intervalul Intre 1 si 6 atat ampicilina cat si 6-APA cristalizeaza complet (Boesten si colab., 1996).

ACTIVITATE EXPERIMENTALA

Necesar pentru 4 flacoane de biosinteza cu cate 50 ml mediu de cultura
* Acetat de butil (40 ml)
* Solutii pentru corectare pH
* Acetat de potasiu
* Palnii, hartie de filtru
* Palnii de separare 100 ml sau 200 ml din sticla, stative palnii
» Sticle de ceas sau cutii Petri din sticla, sterile, pentru evaporare
* Seringi si filtre sterilizante cu porozitate 0,2 pm (Minisart)
* Microtuburi centrifugd (tuburi Eppendorf) 2 ml, sterile
* Apa distilata, gheata
* Pipete, varfuri de pipeta
* Pix marker permanent
* Echipament de laborator: balante, pH-metru, nisd chimica

Mod de lucru

- Se verifica pH-ul mediului §i se corecteaza la valoarea de pH 6;

- Se agita mediul, se raceste si se filtreza sau se centrifugheaza, indepartandu-se miceliul;

- Se raceste filtratul pe baie de gheatd la 1-2°C si se regleaza pH-ul filtratului la 2-2,5;

- Se transfera filtratul in palnia de separare, se adauga 10 ml acetat de butil, se agitd usor si se
asteapta separarea fazelor (Figura 7);

- Se recupereaza faza organica intr-un recipient plasat in baie de apa cu gheata;
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- Se repeta extractia cu incd 10 ml acetat de butil (optional);

- Se adauga 0,1 g acetat de potasiu si se amesteca;

- Se evapori la rece acetatul de butil;

- Se cantaresc cristalele obtinute, care reprezinta Penicilind G sub forma de sare de potasiu si
acetat de potasiu.

- Se resuspenda penicilinatul de potasiu in apa distilata, se filtreaza prin filtre sterilizante si se
transfera 1n recipiente de stocare, pastrandu-se la frigider.

Figura 7. Extractia penicilinei din filtrat cu ajutorul acetatului de butil

intrebiri si exercitii

1. Identificati etapele procesarii in aval in obtinerea penicilinei. Extrapolati procesarea in aval
de la producerea substantelor medicamentoase de tipul moleculelor mici catre producerea
biofarmaceuticelor de tipul proteinelor recombinate. Analizati comparativ riscul de variabilitate in
randamentul de obtinere a substantei medicamentoase si a actiunii terapeutice intre loturi.

2. Ce proprietati are penicilina, conferite de structura moleculei?

3. Care sunt cele doud faze de separare in extractia penicilinei si In care dintre ele se gaseste
penicilina?

4. De ce se utilizeaza acetatul de butil pentru extractia penicilinei? De ce este de preferat sa
nu se utilizeze solventi organici pentru extractia ampicilinei?

5. De ce se opereazd extractia la temperaturi scazute si de ce nu se utilizeaza evaporarea la
cald a solventului?

6. De ce se opereaza la diferite valori ale pH-ului in decursul extractiei?

7. Ce metode suplimentare trebuie aplicate in scopul purificarii pentru a obtine antibiotice de
grad farmaceutic?

8. Sa ne imaginam ca faceti parte din echipa de cercetare-dezvoltare a unui nou antibiotic
aflat in etapa de testare preclinica. Ce informatii va contine dosarul farmaceutic pe care il veti
intocmi?
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Evaluarea efectului antimicroban al compusilor obtinuti prin biosinteza

Activitati si competente:

- Dezvoltarea metodelor de analiza pentru evaluarea compusilor de biosinteza
- Metode conventionale si screening cu randament sporit

- Susceptibilitatea la antibiotice. Rezistenta, rezilienta si biofilmul bacterian

- Selectia compusilor candidat

Principiul lucrarii

Compusii ob{inuti prin biosinteza cu ajutorul unor tulpini de micromicete au un potential efect
antimicrobian, ce poate fi evaluat atat in medii agarizate (metoda antibiogramei) cat si in medii lichide
(metoda screeningului cu randament sporit). Susceptibilitatea la antibiotice este Tmpiedicata de
biofilmul bacterian. Dezvoltarea unor metode adecvate de analiza si executia corecta a protocoalelor
experimentale vor conduce la rezultate fiabile in vederea selectiei compusilor candidat.

Dezvoltarea si testarea compusilor cu potential antimicrobian

Omenirea se confrunta cu o cerere din ce in ce mai mare de noi agenti antimicrobieni pentru
a rezolva criza globald generatd de microorganismele multirezistente. Se estimeaza ca cel putin
700.000 de persoane mor in fiecare an din cauza infectiilor cu bacterii rezistente la antibiotice, iar
decesele ar putea ajunge la 10 milioane anual pand in 2050 dacd problema nu va fi abordata
corespunzator (Miethke si colab., 2021). Este mare nevoie de strategii inovatoare si de noi molecule
capabile de mecanisme de actiune diferite de cele existente, pentru a aborda fenomenul de rezistenta.
Descoperirea si dezvoltarea de noi antibiotice se confruntd cu multiple limitari din sectoarele de
cercetare si finantare, fiind esentiala o expertiza interdisciplinara.

In cadrul procesului de descoperire a medicamentului, etapele cheie ale testarii preclinice
implica identificarea si validarea initiald a tintei, dezvoltarea testelor, screeningul cu randament
ridicat, identificarea si optimizarea compusilor promitatori si, in final, selectarea unei molecule
candidat pentru dezvoltarea clinicd. Selectia metodelor de testare a compusilor trebuie sa tind cont de
urmatorii factori:

- Relevanta farmacologica a metodei de analiza, intrucat metoda trebuie sa fie adecvata pentru
identificarea compusilor cu mecanismul de actiune terapeutica dorit;

- Reproductibilitatea metodei de analiza, intrucat programele de testare pot dura ani de zile;

- Costurile cu analiza, intrucit consumul de materiale si reactivi pot fi diminuate prin selectia
unor metode de screening cu randament sporit;

- Calitatea rezultatelor (parametrii de performantd ai metodei: limita de detectie, limitele
domeniului de masurare, precizia in conditii de repetabilitate si reproductibilitate, exactitatea,
incertitudinea de masurare 1n ceea ce priveste robustetea, sensibilitatea si specificitatea metodei);

- Efectul compusilor ce intervin in testare, intrucat unele substante pot genera rezultate fals
negative sau fals pozitive (Hughes si colab., 2011).

Biosinteza microbiand si produsele naturale constituie in continuare surse importante de noi
medicamente antiinfectioase, iar proiectarea si implementarea unor metode adecvate de testare a
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efectului antibacterian sunt esentiale pentru evaluarea compusilor si extractelor. O serie de
metodologii utilizate implicd testari fenotipice (difuzia cu discuri in medii agarizate, difuzia cu
decupaje in agar, dilutiile in medii lichide, testele radiorespirometrice, metodele pe baza de coloranti
si teste de fluorescentd/luminiscentd), moleculare (geneticd, genomica, transcriptomicd) si
spectrometria de masa. Este important ca metodele de testare in vitro sa fie adecvate si armonizate
pentru determinarea activitdtii biologice, dar in acelasi timp sd ofere rapiditate, fiabilitate si
randament crescut. Cele doua organizatii importante care furnizeaza ghiduri si seturi de recomandari,
antimicrobiene sunt European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST)
(www.eucast.org) si Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) din SUA (www.clsi.org).

Doua metode consacrate sunt in prezent standardizate pentru laboratorul clinic, in scopul determinarii
eficientei terapeutice a antibioticelor si pentru supravegherea fenomenului de rezistentd. Metoda
semicantitativa Kirby-Bauer sau difuzia cu discuri este utilizatda in mod curent pentru a desemna
antibioticul cel mai eficient impotriva unui anumit agent patogen bacterian (Farkas, 2016; EUCAST,
2024a). Metoda cantitativa este cea a concentratiei minime inhibitorii (CMI), utilizatd pentru a
determina concentratia minima de antibiotic necesar pentru a ucide agentul patogen la locul infectiei.
Metodele de referintd au fost recent standardizate international in vederea testarii activitatii
compusilor antimicrobieni (ISO 20776-1:2019; ISO 20776-2:2021).

Expunerea prelungita a bacteriilor la concentratii subinhibitorii ale agentilor antimicrobieni
poate induce un mecanism adaptativ de rezilientd denumit hormeza (Farkas si colab., 2014). Efectele
hormetice rezida in intensificarea metabolismului, cresterii, motilitatii, a capacitatii de a produce
biofilm, dar si a frecventei mutatiilor si transferului conjugativ al plasmidelor (Iavicoli si colab.,
2021). Acumularea de mutatii si achizifia unor gene ce codificd mecanisme de rezistentd fac ca
antibioticele consacrate si nu mai poati inactiva o serie de tulpini bacteriene. In plus, eradicarea
infectiilor ce implicd tulpini formatoare de biofilm este deosebit de dificila, terapia cu agenti
antimicrobieni administrati in dozele uzuale fiind adesea ineficientd. Biofilmul reprezinta un hotspot
pentru aparitia si raspandirea fenomenului de rezistentd la antibiotice datoritd densitdtii mari a
populatiei si proximitatii celulelor, ceea ce determind o rata ridicatd a transferului lateral de gene
(Balcazar si colab., 2015). Rezistenta si rezilienta biofilmului este un fenomen multifactorial ce rezida
in mecanisme complexe:

- Reducerea penetrarii si sechestrarea agentilor antimicrobieni in biofilm datoritd matricii
exopolizaharidice;

- Comunicarea intercelulard prin quorum sensing si reglarea proceselor celulare prin
modificarea exprimarii genice;

- Activarea mecanismelor de raspuns la stres (pompe de eflux, producerea de enzime);

- Crearea unor micronise cu potential redox modificat, unde pot fi active diferite tipuri
metabolice de microorganisme;

- Reducerea metabolismului si prezenta celulelor persister, celule specializate in supravietuire,
tolerante la antibiotice, ce pot redeveni active fiziologic (Chambless si colab., 2004; Sionov si
Steinberg, 2022).

In cazul biofilmelor medicale, celulele persister si implicit infectiile cronice si recidivante
reprezintd o mare provocare pentru succesul terapiilor antiinfectioase (Niu si colab., 2024). Este
esentiald dezvoltarea de noi clase de antibiotice, capabile de noi mecanisme de actiune, care sa
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eludeze rezistenta si rezilienta bacteriand, sa fie eficiente in cazul patogenilor multirezistenti, sa
actioneze la nivelul biofilmului inhiband formarea acestuia, sd impiedice diferentierea celulelor
persister si sa le anihileze.

Pentru a investiga efectul noilor compusi antimicrobieni asupra biofilmului bacterian, testarea
tinteste atat stadiile incipiente ale adeziunii bacteriene si formarii biofilmului, cat si biofilmul matur.
Portofoliul de metode este unul extrem de variat, implicand tehnici specifice microbiologiei
conventionale prin cultivare urmata de inocularea dilutiilor succesive si numadrarea unitatilor
formatoare de colonii, de colorare a biomasei si spectrofotometrie, de vizualizare microscopica
directa sau in fluorescenta, tehnici moleculare precum hibridizarea ADN cu sonde marcate chimic
sau fluorescent (FISH) sau analizele microarray, pana la metode de examinare detaliata a arhitecturii
tridimensionale a biofilmului prin microscopie confocald (CLSM). In dezvoltarea farmaceutici, o
serie de teste au fost adaptate pentru a evalua eficienta moleculelor candidat asupra bacteriilor viabile,
dar necultivabile (VBNC) si a consolida compusii eficienti impotriva celulelor persister (Niu si colab.,
2024). Cuantificarea biofilmului In microplaci este o metoda utild pentru evaluarea atasarii bacteriene
prin masurarea colordrii biomasei aderente. Utilizarea placilor cu 96 de godeuri este adecvata ca
instrument pentru screeningul cu randament sporit (numar mare de tulpini sau specii bacteriene,
numar mare de compusi de interes). Metoda colordrii cu solutie de cristal-violet este consacratd pentru
cuantificarea biomasei (Meritt si colab., 2005; O’Toole, 2011), iar utilizarea clorurii de trifenil
tetrazoliu, a resazurinei sau indicatorului rosu fenol (Welch si colab., 2012; Skogman si colab., 2016;
Haney si colab., 2018) permit analiza viabilitatii celulare.

ACTIVITATE EXPERIMENTALA

Necesar

* Mediu de cultura Mueller Hinton agar (10 cutii Petri)

* Mediu de culturd bulion Mueller Hinton sau bulion peptonat (20 ml)

* 10 tulpini bacteriene™®, culturi proaspete (de 24 de ore) pe mediu agarizat

* 10 eprubete mici (10 x 100 mm) cu ser fiziologic (tuburi de hemoliza cu cate 3 ml ser)

* 10 eprubete mari (18 x 180 mm) cu cate 20 ml ser

* Ser fiziologic pentru completare (5 eprubete mari cu cate 20 ml ser)

* Etalon de turbiditate 0,5 McFarland (sau clorura de bariu si acid sulfuric pentru prepararea
etaloanelor de turbiditate)

* Solutie cristal violet 0,1% (20 ml)

* Etanol sau metanol 95% (20 ml)

* Extrasele de complex antibiotic/penicilina obtinute la lucrarile anterioare, solutii stoc sterilizate
prin filtrare

* Solutie de penicilind G standard sau discuri impregnate cu penicilind G sau ampicilind

* Rondele din hartie de filtru groasa cu diametrul de 5 mm, sterile

» Tampoane de vata sterile pentru inoculare

« Sticlarie de laborator: flacoane 50, 100 si 250 ml, cilindri gradati 50, 100 si 250 ml, eprubete 10
x 10 mm si 18 x 180 mm

* Cutii Petri sterile

* Microplaci cu 96 godeuri, sterile

* Pipete, varfuri pipeta
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* Anse

 Apa distilata sterila

* Pix marker permanent

 Echipament de laborator: balante, pH-metru, agitator cu incalzire, cuptor cu microunde, vortex,
incubator, etuva, autoclav sterilizare, autoclav decontaminare, frigider reactivi, frigider tulpini, hota
microbiologica, lampi UV, bec de gaz
*Se vor folosi tulpini de referintd Aeromonas hydrophila ATCC 7966, Escherichia coli ATCC 8739,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Bacillus cereus ATCC 14579, B. subtilis ATCC 12695,
Enterococcus faecalis ATCC 19433 si/sau alte tulpini disponibile in laborator, precum Acinetobacter
baumanii, Enterococcus faecium, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus, Sarcina sp.,
Serratia sp. sau altele, in functie de disponibilitate. Se vor include in testare atat bacterii Gram-
negative cat si Gram-pozitive. Tulpinile din laborator trebuie sa fi fost identificate biochimic sau
molecular in prealabil.

Mod de lucru
1. Prepararea solutiilor stoc de antibiotice brute
Se realizeaza prin cantarirea cristalelor de penicilinat de K sau penicilinat de Na,
resuspendarea Intr-un volum de apa distilatd pentru obtinerea unei concentratii cunoscute, filtrarea
prin membrane filtrante sterilizante cu porozitate de 0,2 pum si transferul in tuburi de microcentrifuga
sterile. Solutiile stoc se pastreaza la frigider.

2. Prepararea etalonului de turbiditate 0,5 McFarland
Etalonul de turbiditate 0,5 McFarland este necesar pentru pregatirea inoculului bacterian.
Aceasti densitate corespunde unei concentratii de aproximativ 1 — 2 x 10® celule/ml pentru E. coli.
Daca laboratorul nu dispune de etaloane de turbiditate standardizate, acestea se prepara inainte de
inceperea testarii, utilizdnd doua solutii stoc:
*  Solutie stoc BaCl2 0,048 mol/l (1,175% BaClz x 2H20) — 10 ml (se pastreaza);
*  Solutie stoc H2SO4 0,18 mol/l (1%) — 50 ml (se pastreaza).
Mod de preparare si stocare:
- Se adauga 50 pl solutie stoc BaClz 1,175% la 995 ul solutie stoc H2SO4 1%);
- Se omogenizeaza suspensia si se verifica spectrofotometric absorbanta la 625 nm, astfel incat
sa se incadreze in intervalul 0,08 si 0,13;
- Se distribuie suspensia omogenizatd in eprubete de aceeasi dimensiune ca §i cele cu ser
folosite pentru prepararea inoculului;
- Etaloanele de turbiditate, inchise ermetic, se stocheaza la temperatura camerei, la intuneric,
pe o perioada de pana la 6 luni;
- Se vortexeaza inainte de fiecare utilizare;
- Se verifica periodic absorbanta etaloanelor de turbiditate.

3. Prepararea mediilor de cultura si a solutiilor
Atentie: Retetele mediilor de cultura prevad cantitatile necesare pentru prepararea unui volum
final de 1 litru. Concentratia solutiilor se exprima procentual. Se vor ajusta cantitatile raportat la
volumul preparat!
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-Daca se utilizeaza medii preformulate, acestea se cantdresc si se sterilizeaza conform
indicatiilor producatorului;

- Pentru mediul Mueller Hinton agar, Oxoid, granule deshidratate, se utilizeaza 38 g/I. Se
prepard mediul de culturd prin dizolvarea ingredientelor la cald, se ajusteaza pH-ul la valoarea 7,3 +
0,1. Se autoclaveaza timp de 15 minute la 121°C si se toarna in cutii Petri sterile;

- Pentru mediul Mueller Hinton broth, Oxoid, pulbere deshidratata, se folosesc 21 g/l iar
pentru bulionul peptonat (Tryptic Soy Broth, Oxoid) se utilizeaza 30 g/I. Se prepard mediul de cultura
prin dizolvarea ingredientelor la cald, se ajusteaza pH-ul la valoarea 7,3 + 0,1. Se autoclaveaza timp
de 15 minute la 121°C;

- Se prepard o cantitate suficientd de ser fiziologic (300 ml) si se distribuie in eprubete,
conform specificatiilor din necesar. Se sterilizeaza prin autoclavare timp de 15 minute la 121°C;

- Se prepara solutia de cristal violet si se pastreaza in recipient inchis ermetic, la temperatura
camerei.

Compozitia mediului Mueller Hinton agar

Infuzie de carne .........ccocceevieecienciieieeeeeeee, 300 g
Hidrolizat de cazeind..........ccccceevveeiiienieeneennen. 175¢
AMIdON.....viiiiiiiieiieceeeee e I,5¢g
AGAT et 17¢g
Apa distilata.......cccooveeiinieniiiee 11

Compozitia mediului bulion Mueller Hinton

Infuzie de carne .........ccoeeeevveeciieniieieeeeeee, 300 g
Hidrolizat de cazeind...........cccceevveeiienieeneennen. 175¢
AMIdON.....iiiiiiiiieiieeieeeee e I,5¢g
Apa distilata.......cccoevveeiiniiniiieee 11

Compozitia mediului bulion peptonat

Hidrolizat enzimatic de cazeina ........................ 17¢g
Hidrolizat enzimatic de soia.................c..o......... 3g
NACL .. S5g
GIUCOZA........ooii s 25¢g
KoHPO4 ..., 25¢g
Apa distilata........ccooeiiiiiiii e, 11

Solutie cristal violet 0,1%
Cristal VIOIet .......oooieviiniiiiiiniciececeeee 0,1g

Apa distilata........cocooeviiiiiiie, 100 ml
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Metoda I — Evaluarea efectului antimicrobian prin metoda difuziei cu discuri

Pregadtirea si inocularea placilor

- Numarul replicatelor se stabileste in prealabil pentru fiecare experiment;

- Placile cu mediu agarizat si eprubetele cu ser pregétite in prealabil si pastrate la frigider se
preincélzesc in incubator la 37°C;

- Se traseaza cadrane pe dosul fiecarei placi Petri, cu ajutorul unui marker fin, notandu-se
simbolul agentului antimicrobian de testat in fiecare cadran si concentratia testata;

- Se noteaza pe capacul fiecarei placi tulpina de inoculat, respectiv grupul de lucru, si se
dateaza;

- Se noteaza eprubetele cu ser fiziologic cu simbolul tulpinii;

- Se prepara inoculul bacterian prin prelevarea unei mici cantitati din cultura purd de 24 de
ore si suspendarea acesteia in ser; se vortexeaza; se aduce suspensia la o turbiditate de 0,5 McFarland,
prin comparatie vizuala cu etalonul de turbiditate; se utilizeaza cardul special pentru comparatia
vizuala;

- Se inoculeaza fiecare placa Petri continand mediul agarizat cu o tulpinad bacteriana, prin
repartizarea uniforma pe toata suprafata, cu ajutorul unui inoculator cu tampon de vata steril;

- Se plaseaza pe mediul de cultura inoculat, in centrul fiecarui cadran, o rondea din hartie de
filtru sterila pe care se pipeteaza 10-20 pl solutie de antibiotic, conform codificarii prealabile;

- Se plaseaza in centrul fiecarei placi cate un disc impregnat cu antibiotic standard (de preferat
penicilind G, ampicilind, sau un alt antibiotic din clasa beta-lactamicelor);

- Se incubeaza placile la 36°C timp de 16-20 de ore;

- Se urmareste respectarea regulii 15-15-15: fiecare interval de timp, de la prepararea
suspensiei bacteriene pana la inoculare, de la inoculare pana la plasarea discurilor cu agenti
antimicrobieni si de la finalizarea placii pana la introducerea in incubator s nu depaseascad 15 minute;

Citirea placilor si interpretarea rezultatelor

- Dupa incubarea timp de 16-20 de ore se evalueaza efectul antimicrobian prin masurarea
zonei de inhibitie cu ajutorul unei rigle gradate, pe dosul placii, in lumina transmisa, pe un fundal
negru (Figura 8);

- Se noteaza diametrul zonei de inhibitie pentru fiecare compus si pentru antibioticul de
referinta;

-Se interpreteazd rezultatele, analizdnd prin comparatie valorile ghidului EUCAST
(EUCAST, 2024b).

Figura 8. Antibiograma unei tulpini de S. aureus testata cu
patru extracte brute de penicilind (L1, L2, P1, P2) si o solutie de
penicilind G standard (G).
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Metoda II - Evaluarea efectului antimicrobian prin metoda microdilutiilor

Pregadtirea si inocularea microplacilor

Numarul replicatelor si schema microplacilor se stabilesc in prealabil, pentru fiecare
experiment. Pentru testarea efectului antimicrobian se pregéitesc micropldcile cu mediu de cultura. Se
vor pipeta cate 90 sau 100 pl mediu de cultura in fiecare godeu, conform unei scheme predefinite
precum cea din Figura 9, care prevede testarea a patru extrase asupra a 10 tulpini bacteriene. Aceasta
schema este descrisa in prezentul protocol.

Nota: Schema se poate reconfigura si, prin simpla inversare a placii, se vor putea testa 8
extrase (sau 4 extrase, fiecare in doua concentratii) asupra a 6 tulpini (Figura 10). Pentru identificarea
CMI, se scade progresiv cantitatea de mediu de culturd pentru a dubla concentratia de antibiotic n
fiecare rand, conform unei scheme predefinite. Pentru godeurile unde cantitatea de mediu este sub 60
ul, iar cea de solutie de antibiotice peste 40 pul, este necesara utilizarea bulionului dublu concentrat;

- Pe fiecare placa se prevede o coloana cu godeuri pentru martorii negativi (mediu de cultura
si respectiv mediu de culturd suplimentat cu solutie de antibiotic, dar fard inocul bacterian (in
coloanele 1 si 12 se vor repartiza cate 100 pl bulion steril in fiecare godeu);

- Coloanele 2-11: se vor repartiza cate 90 pl bulion steril in fiecare godeu;

- Randurile D-G: se adauga extract de antibiotic obtinut prin biosinteza in laborator (rdndul B
— penicilina 1, randul C — penicilina 2 etc.);

- Se prepara inoculul bacterian utilizdnd o culturd bacteriana purd de 24 de ore. Suspensiile
bacteriene se realizeaza in 20 ml ser fiziologic steril, la o densitate de 0,5 McFarland prin comparatie
cu un etalon de turbiditate, sau 85%T- 91%T, verificata cu ajutorul turbidimetrului Biolog, SUA;

- Coloana 1: se suplimenteaza cu cate 10 pl din solutiile corespunzatoare de antibiotice dar nu
se inoculeaza cu suspensie bacteriand. Pentru randul H se utilizeaza o solutie de antibiotic de grad
terapeutic (standard de referintd);

- Pe fiecare placa se prevad 3 randuri de godeuri pentru martori pozitivi (C+), contindnd mediu
de culturd nesuplimentat cu agent antimicrobian, dar cu inocul bacterian (godeurile din randurile A,
B si C, coloanele 2-11);

- Godeurile din coloanele 2-11 vor fi inoculate cu cate 10 pl din suspeniile bacteriene, cate o
tulpind pe fiecare coloana, schimband varful pipetei la fiecare godeu;

- Godeurile din coloana 12 nu se suplimenteaza cu antibiotic si nu se inoculeaza cu suspensii
bacteriene (C-);

- Se urmareste respectarea regulii 15-15-15: fiecare interval de timp de la prepararea
suspensiei bacteriene pana la inoculare, de la inoculare pana la addaugarea antibioticului si de la
finalizarea placii pana la introducerea in incubator sd nu depaseascd 15 minute;

- Se sigileaza microplaca cu parafilm pentru a preveni evaporarea si se incubeaza la 36°C timp
de 24 ore.
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Figura 9. Model de pregatire a microplacii pentru testarea a 4 extracte brute de penicilind (Pen. 1- Pen. 4) pe
10 tulpini bacteriene din specii diferite. Toate godeurile: 100 sau 90 pl - mediu de culturd (negru); randurile

D-F: 10 pl solutie din suspensia de antibiotic corespunzatoare (rosu); randul H: 10 pl solutie antibiotic de
referinta (rosu); coloanele 2-11: 10 pl inocul bacterian (verde).
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Figura 10. Model de pregatire a microplacii pentru testarea a

patru extracte brute de antibiotic, fiecare in doua concentratii,
pe sase tulpini bacteriene. Coloana A: 100 pl mediu de cultura;
restul placii: 90 pul mediu de culturd; cu exceptia godeurilor din
coloana A, randurile 4, 6 , 8 si 10: cate 10 pl solutie de
penicilina (L1, L2, L3, P2), randurile 5, 7, 9 si 11: cate 20 pl
solutie de penicilina (L1, L2, L3, P2), randul 12: cate 10 pl
solutie de penicilina G standard. Coloanele G — B: céte 10 pl

inocul bacterian cu tulpini de E. coli, K. pneumoniae, P.

aeruginosa, E. faecalis, S. aureus si B. subtilis.
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Citirea micropldcilor si interpretarea rezultatelor

Nota: Acest exercitiu de estimare a efectului antimicrobian pe baza absorbantei se bazeaza pe
un protocol simplificat. Nu se vor realiza comparatii directe intre efectul antimicrobian al diferitelor
extracte Tmpotriva tulpinilor din specii diferite, fara a tine cont de martori. Ecuatiile de calibrare
trebuie sd ia in considerare o serie de factori printre care configuratia spectrofotometrului si
dimensiunile celulare (Mira si colab., 2022), dar si eventuala coloratie a extractelor sau formarea de
precipitat.

Modul de lucru:

- Se masoarda absorbanta la lungimea de unda 595 nm, cu agitare, utilizand cititorul de
microplaci Apollo 11, Berthold, Germania;

- Dupéd efectuarea a trei citiri pentru o microplaca, se salveaza datele si se transfera intr-un
fisier Excel;

- Se calculeaza media citirilor, precum si valorile mediei si deviatiei standard pentru replicate,
martorii negativi si martorii pozitivi;

- Pentru a evalua calitatea si robustetea testului, se calculeaza pentru fiecare tulpina valoarea
factorului Z pe baza valorilor deviatiei standard si valorilor medii ale densitatii optice (OD), conform
ecuatiei:

3SD martor negativ+ 3SD martor pozitiv

FactorZ’ =1 — : —
OD martor negativ — OD martor pozitiv

Testul ar trebui sa aiba valori ale factorului Z’ de cel putin 0,5 pentru a fi considerat suficient
de robust si mai mare de 0,7 pentru a fi considerat excelent (Campbell, 2011).

Realizarea curbei etalon pentru si determinarea densitatii celulare pentru E. coli:

- Se vor utiliza valorile din Tabelul 2, conform modelului din Figura 11;

- Pentru fiecare tulpind testatd se calculeaza si se reprezinta grafic valorile multiplicarii
bacteriene in conditii optime, respectiv sub actiunea agentilor antimicrobieni, utilizand ca model
orientativ curba de crestere pentru E. coli;

- Se evalueaza efectul inhibitor al agentilor antimicrobieni utilizati, calculand procentul de
supravietuire al bacteriilor in prezenta antibioticului, comparativ cu martorii pozitivi si negativi, dupa
formula:

. OD proba - OD martor pozitiv
Procent de supravietuire = — — x 100
OD martor pozitiv — OD martor negativ

Tabelul 2. Valorile densititii celulare pentru E. coli (bacterii/ml) pe baza absorbantei

OD 1a 600 nm Densitate .c.elulari
(bacterii/ml)
0,5 4x10°
0,8 6,4x 10°
1 8x 108
1,2 9,6 x 10°
1,49 1,19 x 10°
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Figura 11. Model de realizare a curbei etalon pentru determinarea densitatii celulare

Metoda III - Evaluarea efectului antimicrobian asupra biofilmului bacterian

Protocol pentru analiza cantitativa a biofilmului prin colorare cu cristal violet

Nota: Protocolul de lucru descris mai jos, bazat pe cuantificarea biomasei, este unul general,
avand obiectivul de a investiga capacitatea tulpinilor bacteriene de a dezvolta biofilme.

- Numarul replicatelor si schema microplacilor se stabilesc in prealabil, pentru fiecare
experiment;

- Pe fiecare placa se prevede un numar corespunzator de godeuri pentru martorii negativi
(mediu de cultura fara inocul bacterian) si martorii pozitivi (tulpini bacteriene cu capacitate cunoscuta
de a forma biofilm);

- Prepararea suspensiilor bacteriene in ser, la o densitate de 0,5 McFarland sau 85%T;

- Inocularea suspensiilor bacteriene in godeuri continand mediu de cultura lichid potrivit
pentru dezvoltarea bacteriilor testate (bulion peptonat, bulion Mueller Hinton, mediu minimal cu
siruri etc), la un volum final de 100 -110 pl si o densitate aproximtivi de 10 -10° celule/godeu;

- Incubarea timp de 24 de ore la 36°C pentru tulpini din mediul clinic sau 48 de ore la 25°C
pentru tulpini izolate din mediul inconjurator;

- Indepartarea mediului de cultura;

- Clatirea microplacii cu apa distilata sterild pentru indepartarea celulelor planctonice. Clatirea
se face cu atentie, pentru a nu dizloca fragmente de biofilm;

- Colorarea biofilmului prin adaugarea a 120 pl solutie cristal violet 0,1% si mentinerea timp
de 10 minute;

- Eliminarea colorantului si clatirea microplacii cu apa distilata sterild pana cand apa ramane
incolora. Clatirea se face cu atentie, pentru a nu dizloca fragmente de biofilm;

- Uscarea microplacii;

- Eluarea colorantului retinut de biofilm in 120 pl etanol 95% (se pot utiliza si alti solventi
precum etanol si acetond, metanol, acid acetic, DMSO) (Figura 12);

- Masurarea absorbantei solutiei etanol-cristal violet la lungimea de unda 595 nm, utilizand
cititorul de microplaci Apollo 11, Berthold, Germania;
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- Dupd efectuarea a trei citiri pentru o microplaca, se calculeaza media citirilor, iar pe baza
valorilor medii ale densitatii optice a replicatelor se determind capacitatea tulpinii respective de a
forma biofilme. Astfel, tulpinile bacteriene se clasifica in:

e neaderente (OD proba < OD martor negativ)

e slab aderente (OD martor negativ < OD proba < 2 OD martor negativ)

e moderat aderente (2 OD martor negativ < OD proba < 4 OD martor negativ)

e puternic aderente (OD proba >4 OD martor negativ) (Stepanovi¢ si colab., 2000).

Protocol pentru evaluarea efectului anti-biofilm al antibioticelor brute obtinute in laborator

Nota: Acest protocol este adaptat pentru evaluarea capacitatii antibioticelor obtinute 1n
laborator de a Tmpiedica formarea biofilmului bacterian si utilizeaza microplacile deja citite pentru
evaluarea efectului antimicrobian asupra bacteriilor planctonice, conform protocolului descris la
Metoda II. Acest test nu se aplicd in scopul evaludrii efectului bactericid asupra bacteriilor din
biofilmul matur.

Modul de lucru:

- Indepartarea mediului de cultura;

- Clatirea microplacii cu apa distilata sterild pentru indepartarea celulelor planctonice;

- Colorarea biofilmului prin adaugarea a 120 pl solutie cristal violet 0,1% si mentinerea timp
de 10 minute;

- Eliminarea colorantului si clatirea microplacii cu apa distilata sterila pana cand apa ramane
incolora;

- Uscarea microplacii;

- Eluarea colorantului retinut de biofilm in 120 pl etanol 95%;

- Masurarea absorbantei solutiei etanol-cristal violet la lungimea de unda 595 nm, utilizand
cititorul de microplaci Apollo 11, Berthold, Germania;

- Dupa efectuarea a trei citiri pentru o microplaca, se calculeaza media citirilor, iar pe baza
valorilor medii ale densitatii optice a replicatelor se determind capacitatea fiecarui antibiotic de a
preveni formarea biofilmului bacterian, pentru fiecare tulpina, denumit procentul de inhibitie a
biofilmului, dupa formula:

OD martor pozitiv - OD proba tratata o
OD martor pozitiv

100

Procent de inhibitie =
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Figura 12. Evaluarea efectului antimicrobian asupra producerii
biofilmului. al extractelor brute de antibiotic (P1 — P4) pe
tulpini bacteriene de E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa, E.
faecalis, S. aureus si B. subtilis.

Intrebari si exercitii

1. De ce se utilizeaza o varietate de tulpini bacteriene pentru eva

2. luarea potentialului antimicrobian al compusilor testati?

3. De ce sunt necesare repetitii ale evaluarilor experimentale (duplicate/triplicate)?

4. Care este scopul utilizarii inoculului bacterian cu turbiditate standardizata de aproximativ
0,5 McFarland? Ce neajunsuri poate sa aiba totusi abordarea pe baza turbiditatii?

5. Care este rolul controlului pozitiv? Dar al controlului negativ?

6. Care este diferenta intre martorii negativi din prima si ultima coloand a microplacii? Ce
indica fiecare?

7. Oferiti o interpretare integrativa a rezultatelor obtinute pentru fiecare din cele trei metode.

8. Care sunt mecanismele genetice ale rezistentei bacteriene la antibiotice?

9. Cum pot reactiona bacteriile in cazul aplicarii unor doze subinhibitorii ale antibioticului?

10. Ce concentratii de antibiotic sunt necesare pentru a asigura preventia formarii
biofilmului? Dar pentru distrugerea biofilmului matur? Exemplificati aplicatii cu relevanta medicala
pentru fiecare din cele doua situatii.

11. Punctati in acest context notiunile de toleranta, rezistenta si rezilienta.

12. Accesati linkurile de mai jos si urmariti protocoalele dezvoltate de O’Toole si colab. (2011)
si de Skogman si colab. (2016). Identificati asemanarile si deosebirile dintre cele doud metode si cea
utilizata de noi in laborator. https://www.jove.com/v/2437/microtiter-dish-biofilm-formation-assay

https://app.jove.com/v/54829/a-platform-of-anti-biofilm-assays-suited-to-the-exploration-of-

natural-compound-libraries

13. Imaginati un protocol de lucru pentru o metoda de screening cu randament crescut pentru
evaluarea efectului bactericid al compusilor asupra biofilmului matur.

40



Biotehnologii farmaceutice. Ghid pentru lucrari practice

Investigarea clusterului de gene responsabile de biosinteza penicilinei

Activitati si competente:

- Verificarea genelor implicate in biosinteza metabolitilor secundari
- Biotehnologie analiticd: metode moleculare si bioinformatice

- Manipularea genetica si optimizarea compusilor

Principiul lucrarii

Izolatele capabile sa produca metaboliti secundari cu potential antibiotic pot fi explorate la
nivel genomic pentru identificarea genelor clusterului de biosinteza. Tehnica amplificarii PCR
produce cantitati mari ale unui fragment de ADN strict definit, iar ampliconii pot fi evidentiati prin
electroforeza in gel de agaroza.

De la compusi naturali cu potential antimicrobian la clusterul biosintezei

Odata detectata activitatea antimicrobiana a unui complex de produsi naturali obtinuti prin
biosintezd, compusii de interes sunt mai departe purificati printr-o combinatie de metode
cromatografice, pentru elucidarea componentei si ulterior descifrarea structurii moleculelor active.
Tulpina producatoare este la randul ei supusd investigarii. Secventierea si explorarea genomului,
cuplata cu transcriptomica, permit identificarea clusterului de gene implicate 1n biosinteza moleculei
naturale active. Pentru a confirma ca grupul corect de gene a fost identificat, se efectueaza
experimente de inactivare a genelor. Mutantele rezultate sunt analizate pentru producerea unor
produsi particulari. Odata ce intreg complexul de gene a fost inactivat, tulpina ar trebui sa nu produca
compusul de interes (Greule si colab., 2017). Cu toate cd performantele si accesibilitatea acestor
explorari beneficiaza In permanentd de imbunatatiri substantiale, existd in continuare limitari de
costuri si de timp, care trebuie analizate. O varietate de teste preliminare pot stabili dacd intr-adevar
compusii investigati sunt suficient de promitatori pentru a justifica trecerea la pasul urmitor in
dezvoltarea unui medicament.

Dupa descoperirea penicilinei, unele suse de Penicillium s-au dovedit capabile sa produca
cantitdti mai mari de antibiotic comparativ cu tulpina originala P. rubens ATCC 9478, izolata de
Alexander Fleming. Astfel a fost cazul izolatului selectat la Northern Regional Research Laboratory
(NRRL), SUA, si adoptat pentru productia industriald, P. chrysogenum (Thom) NRRL 1951
(reclasificat ulterior ca P. rubens). In intreaga lume au fost initiate o serie de programe de imbunititire
a tulpinilor prin metode clasice de izolare si selectie dupd inducerea aleatorie a unor mutatii, vizand
cresterea productiei de antibiotic. De-a lungul timpului au fost obtinute tulpini superproducatoare,
precum Wisconsin 54-1255 la Universitatea din Wisconsin, SUA; P1 si P2 la Panlabs Inc., Taiwan;
AS-P-78 s1 AS-P-99 la Antibioticos S.A., Spania; NMU2/40 si B14 la Biotika a.s., Slovacia, si altele.
Amplificarea genelor implicate In biosinteza penicilinei la tulpini cu productivitate mare a fost inifiata
in anii 1980 (Barredo si colab., 1989, Smith si colab., 1989). Regiunea amplificatd a fost caracterizata,
observandu-se aparitia unor repetitii in tandem (Fierro si colab., 1995). La fungii producatori de
penicilind G, cele trei gene care codifica enzimele ACV-sintetaza (pcbAB), izopenicilin-N-sintetaza
(pch() si izopenicilin-N-aciltransferaza (penDE) se afla in acelasi cluster, iar reglarea biosintezei a
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fost In mare parte elucidata (Brakhage si colab., 2004). Ipoteza copiilor multiple ale genelor ce
codifici enzimele responsabile a fost confirmata (Smidék si colab., 2010), tulpinile industriale avand
in general doud pana la opt copii copii ale clusterului biosintezei. Corelatia dintre dublurile clusterului
de gene din calea biosintezei si superproductia de penicilind isi pierde insa semnificatia la un numar
mare de copii, iar superproductia de penicilina nu creste exponential (Nijland si colab., 2010). Studii
mai noi indicd faptul ca secretia unei mari cantitati de penicilind nu este neaparat dependenta de
numarul de copii ale celor trei gene, ci este mai degraba rezultatul implicarii unui complex de
mecanisme reglatoare (Ziemons si colab., 2017). Recent, analiza genomicd comparativa intre diverse
tulpini de P. rubens indica, pe langa duplicari ale clusterului biosintezei la variantele industriale, si
modificari ale secventelor genelor efectoare la tulpinile salbatice (Pathak si colab., 2020). Astfel,
abordarea clasica de imbunatatire a tulpinilor prin mutageneza e posibil sa fi ratat unele solutii pentru
optimizarea designului molecular al penicilinei in comparatie cu selectia naturald a fungilor de tip
salbatic. Speciile de Penicillium reprezinta platforme versatile de producere a unei varietdti de
metaboliti secundari, printre care peptide non-ribosomale, policetide si molecule hibride (Guzméan-
Chavez si colab., 2018). In contextul evolutiei fenomenului de rezistenti la antibiotice, abordarile
viitoare ar putea folosi solutii explorate de natura ca model pentru dezvoltarea unor noi antibiotice.

Tehnica amplificarii folosind reactia in lant a polimerazei (PCR) poate fi o buna alegere pentru
verificarea prezentei genelor implicate in biosinteza antibioticelor la tulpini de Penicillium rubens.
Metoda implicd pregétirea matricii de ADN genomic, amplificarea unor fragmente tintd specifice
genelor ce codifica enzimele caii de biosintezi si vizualizarea ampliconilor. In cazul investigarii unor
tulpini bacteriene, matricea de ADN poate fi reprezentata de o suspensie de ADN genomic extras in
prealabil, de o suspensie bacteriana sau o mici cantitate de colonie proaspita (colony-PCR). In cazul
fungilor, matricea de ADN poate fi o suspensie de ADN genomic extras in prealabil sau o suspensie
de spori. Extragerea ADN-ului genomic este laborioasa, consumatoare de timp, costisitoare si implica
substante chimice toxice. O tehnica rapida si robusta este squash-PCR, care presupune spargerea
sporilor si eliberarea ADN-ul genomic fungic ca sablon pentru amplificare (Yuan si colab., 2023).

Specificitatea reactiei PCR este determinatd de amorse sau primeri (oligonucleotide de ADN
monocatenar cu o lungime de 15-30 pb), care sunt complementare secventelor de ADN ce flancheaza
regiunea tintd. Ca urmare a reactiei PCR, sunt produse milioane sau miliarde de copii ale unui
fragment de ADN aflat intre amplasamentele de cuplare a amorselor. O amplificare de succes poate
fi realizata pornind de la doar cateva copii ale ADN matritd, intr-un aparat special destinat acestui
proces, denumit thermocycler.

In acest scop, numirul de cicluri variaza, in functie de aplicatie, in mod curent de la 20 la 40.
Deoarece fiecare ciclu de PCR incepe cu denaturarea moleculelor de ADN dublu catenar la
temperaturi ridicate (95°C), este esential sd se utilizeze o ADN polimeraza termostabila, de obicei
Taq polimeraza sau derivatii acesteia. Pentru a reduce amplificarea nespecifica si pentru a atenua
problemele care rezulta din lipsa de specificitate a amorselor se utilizeaza adesea polimeraza HotStart.
Enzima este modificat 1n asa fel incat sa ramand complet inactiva la temperatura camerei. O incubare
prelungita (3-15 minute) la 95°C este necesara pentru activarea enzimei. Etapele reactiei:

« Prima etapi a acestei reactii ciclice este denaturarea. In timpul denaturdrii in urma incilzirii
amestecului la o temperatura foarte ridicata, la 94-95°C, puntile de hidrogen dintre cele doua catene
ale ADN-ului se rup.
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+ In etapa urmitoare denumiti aliniere, oligonucletidele sintetice (amorsele) se aliniaza langi
regiunile complementare al matritei monocatenare a ADN. Aceasta aliniere va avea loc la temperatura
de topire a amorselor, de obicei intre 40 si 60°C.

« Ultima etapa a acestei reactii este elongarea, care este de fapt sinteza propriu zisa de ADN, la o
temperatura de 72°C. In prezenta ionilor de magneziu si a dezoxiribonucleotidelor, ADN polimeraza
termostabild va extinde amorsele atasate matritei tinta, in directia 5’ — 3°. Cu ajutorul repetarii ciclice
a etapelor sus-mentionate va avea loc amplificarea segmentului {intd de ADN.

Pentru desfagurarea optima a PCR, amestecul de reactie trebuie sd contind urméatoarele:

- Amorse: oligonucleotide sintetice care servesc ca punct de plecare pentru sinteza lantului
complementar cu ajutorul ADN polimerazei, marcand cele doua capete ale regiunii care trebuie si fie
amplificatd. Daca produsii de amplificare urmeaza a fi introdusi intr-un analizor genetic automat, se
utilizeaza amorse marcate fluorescent;

- Solutie tampon: oferd concentratia ionicd si pH-ul necesar pentru buna functionare a
polimerazei;

- ADN polimeraza: enzima care faciliteazd sinteza lantului complementar. Cel mai des
utilizatd este ADN polimeraza Taq, izolata din bacteria termofild Thermus aquaticus;

- MgClz: cofactorul polimerazei Tagq;

- Nucleotide libere (dezoxiribonucleotid trifosfati, ANTP): monomerii reactiei;

- ADN tinta: suspensia de spori zdrobiti;

- Apa ultrapura: pentru diluarea mediului de reactie la concentratia optima.

Reactia PCR care implicd mai mult de o pereche de amorse, pentru a amplifica regiuni
multiple din ADN, este denumitda PCR multiplex. PCR multiplex este de obicei mai dificil de
implementat decat reactia standard, fiind utilizate Tn mod obisnuit amestecuri preformulate de tipul
Master Mix. Acestea contin, intr-o mixtura preformulatd si tamponatd, ADN-polimeraza
termostabild, ANTP din fiecare tip, ionii de Mg*" si eventual colorantii necesari pentru migrare. Pentru
optimizarea reactiei trebuie sa se {ind cont de specificitatea si temperatura de aliniere a amorselor
utilizate, precum si de lungimea fragmentelor {inta.

Designul amorselor implica utilizarea unor platforme bioinformatice care genereaza secvente
ale unor primeri conform unor specificatii predeterminate, pe baza secventei genetice de interes.
Astfel de instrumente sunt PrimerBlast a National Center for Biotechnology Information (NCBI)
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/), Primer3 (https://primer3.ut.ee/), PerlPrimer

(https://perlprimer.sourceforge.net/), FastPCR (https://primerdigital.com/fastpcr.html), OligoPerfect

Designer (https://www.thermofisher.com/ro/en/home/life-science/oligonucleotides-primers-probes-

genes/custom-dna-oligos/oligo-design-tools.html) si multe altele. Perechile de amorse se valideaza in

silico, iar eficienta amplificarii se optimizeaza in vitro, etape necesare chiar si atunci cand secventele
amorselor sunt preluate din literatura.
Recomandarile generale in designul amorselor:
e Lungimea secventelor cuprinsd intre 18 si 30 de nucleotide, in functie de heterogenitatea
secventei;
e Temperatura de topire (Tm) intre 52°C si 58°C (amplificare cu ADN polimeraza Taq), cu o
diferentd nu mai mare de 5°C intre Tm a celor doud amorse;
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¢ Continutul GC intre 40% si 60%, cu terminatie in C sau G la capatul 3°, pentru a promova
legarea si adaugarea a 3-4 nucleotide la capatul 5°, situsul enzimei de restrictie, pentru a permite
taierea eficienta in cazul clonarii;

¢ Distributia echilibratd a domeniilor bogate in GC si in AT, evitarea a mai mult de 3 repetitii
succesive ale unei baze si a dinucleotidelor (de exemplu ACCCC sau AATATAT);

e Evitarea regiunilor cu structurd secundard prin verificarea omologiilor intra-primer (mai mult
de 3 baze complementare in secventa unei amorse) §i inter-primer (primeri sens §i antisens cu
secvente complementare). Aceste circumstante pot duce la formarea acelor de par, auto-dimerilor sau
dimerilor de primeri, prejudiciind alinierea amorselor la secventele de ADN tinta.

Rezultatul amplificarii PCR este ulterior examinat prin electroforeza. Electroforeza in gel este
o tehnica utilizatd pe scara larga pentru analiza acizilor nucleici si proteinelor, o metoda de baza in
laboratoarele de biologie moleculara, pentru pregétirea si analiza ADN-ului (gelul de agarozd) si a
proteinelor (gelul de poliacrilamidd). Principiul tehnicii de separare constd in rata diferentiatd de
migrare a compusilor, pe baza marimii particulelor, sub influenta unui camp electric. Agaroza este o
polizaharida purificata din alge marine, iar gelul de agaroza se prepard prin suspendarea agarozei
deshidratate intr-o solutie tampon, prin aducerea la punctul de fierbere pana cand granulele se dizolva
complet. Dupa racorire sub jet de apa este adaugat agentul intercalant (bromura de etidiu, RedSafe
sau SbyrGreen), iar gelul este turnat Intr-o tava. Pe masura ce agaroza polimerizeaza, culoarea devine
alb opac iar rezultatul este o gelatina flexibila. In timpul electroforezei, gelul este imersat intr-o cuva
care contine o solutie tampon de tris-acetat-EDTA (TAE) sau tris-borat-EDTA (TBE), iar la capete
un electrod pozitiv si unul negativ. Solutia TAE/TBE are proprietati de tamponare suficiente i ofera
o buna rezolutie pentru fragmentele de ADN. ADN-ul care urmeaza sa fie analizat este fortat de
campul electric sa traverseze porii gelului. Sub un camp electric, moleculele de ADN, incarcate
negativ, vor migra de la electrodul negativ — catod (negru) cétre electrodul pozitiv — anod (rosu).
Viteza de migrare a moleculelor de ADN este influentatd de mai multi factori: puterea campului
electric, concentratia de agaroza in gel si marimea moleculelor de ADN. Moleculele mici de ADN se
vor deplasa mai repede decat fragmentele mari. ADN-ul in sine nu este vizibil in interiorul unui gel
de agaroza, iar acesta trebuie legat n prealabil de un agent care va fi vizualizat in UV (bromura de
etidiu) sau lumina albastrd (RedSafe, SbyrGreen etc.). Progresul ampliconilor poate fi estimat
urmarind deplasarea benzilor de pigmenti prezenti in Master Mix sau in agentul de colorare a
probelor. Frontul de migrare generat de banda galbena este echivalentul unor fragmente ceva mai
mici de 50 pb, In timp de banda albastra reprezintd un echivalent de migrare al fragmentelor de 3.500-
4.500 pb (in gel de agaroza 1%). De asemenea, markerii ADN confin pigmenti precum Orange G, ce
reprezintd frontul de migrare, si xilen cianol, ce migreaza echivalent fragmentelor mari de ADN, de
aproximativ 4.000 pb. In TAE, albastrul de bromofenol migreazi intre xilen cianol si Orange G,
echivalent unor molecule de ADN de 370 pb.

Verificarea prezentei si determinarea dimensiunii produsilor de PCR se realizeaza prin
migrarea acestora In gel de agaroza de concentratie 1,5 — 2%, preparat in solutie tampon TAE/TBE
si continand bromura de etidiu sau RedSafe 0,5 pg/pl. Vizualizarea se realizeaza fie chiar in timpul
migrarii, utilizdnd un sistem de fotodocumentare in timp real, fie Intr-o incintd speciald prevazuta cu
lampa UV, denumitd transiluminator. Determinarea dimensiunii fragmentelor amplificate se
realizeaza prin comparare cu o scara continand fragmente de lungime cunoscuta. Markerul ADN se
alege in functie de lungime fragmentelor tinta asteptate.
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ACTIVITATE EXPERIMENTALA

Necesar

¢ Micelii fungice provenite de la tulpinile de Penicillium sp. izolate anterior in laborator si o
tulpina de referintd (ATCC 9478, ATCC 28089 sau o alta varianta utilizata industrial)

e Lame si lamele din sticla

e Apa ultrapura libera de nucleaze

e Master Mix PCR (sau componente: ADN polimeraza, dNTP mix, tampon cu MgClz, premix
pigmenti DNA loading dye)

e Amorse sens — suspensie de lucru

e Amorse antisens — suspensie de lucru

e Tuburi PCR 0,2 ml

e Tuburi Eppendorf 0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml de grad molecular

e Agaroza

e Solutie tampon TAE sau TBE

¢ Solutie bromura de etidiu sau RedSafe

e Marker ADN (DNA ladder standard)

e Pipete, varfuri de pipeta

¢ Pix marker permanent

e Sticlarie de laborator: cilindri gradati 100 ml, 500 ml si 1000 ml, flacoane Erlenmeyer 250 ml

e Echipament de laborator: balantd, cuptor cu microunde, thermocycler, sistem complet de
electroforeza, frigider, congelator -20°C, microscop optic

Mod de lucru
Amplificarea clusterului de gene responsabile de biosinteza penicilinei la Penicillium sp.

1. Designul si verificarea amorselor. Configurarea programului de amplificare
In vederea detectiei celor trei gene codificatoare ale enzimelor ACV-sintetaza, izopenicilin-
N-sintetaza si izopenicilin-N-aciltransferaza, se dau secvente ale amorselor corespunzatoare. Urmati
instructiunile de mai jos si completati informatiile lipsa din Tabelul 3:
- Utilizand baza de date UNIPROT (www.uniprot.org), cautati pe rand fiecare din cele trei

proteine (ACV synthetase, isopenicillin synthetase si isopenicillin acyltransferase, incluzand in
cautare Penicillium), sau alegeti la prima cautare intrarea cu codul AGN339-PENCH, pentru care este
disponibil intreg clusterul penicilinei (Figura 13A);

- Deruland la sectiunea Sequence/Sequence databases, accesati secventa corespunzatoare de
nucleotide din baza de date GenBank (Figura 13B);

- Descércati secventa in format text FASTA (Figura 13C) si copiati-o intr-un document Word.
Eliminati randurile prin accesarea functiei Home/Replace/Find "p/Replace all,

- Ati obtinut secventa completa a clusterului biosintezei. Verificati prezenta fiecarei amorse
prin accesarea functiei de cautare si marcati fragmentul respectiv. Dupa ce ati gasit ambele amorse
specifice unui fragment {inta, sens si antisens, determinati lungimea fragmentului {intd prin numararea
nucleotidelor, accesand functia Count/characters (Figura 14);
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C.

Figura 13. Obtinerea secventelor de referinta. A. Identificarea secventei de referinta a enzimeiACV-
sintetaza in baza de date UNIPROT; B. Accesarea secventei de nucleotide a genei codificatoare in platforma
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Tabelul 3. Parametrii utilizati pentru detectia clusterului de genei responsabile de biosinteza penicilinei si
conditiile desfasurarii reactiei PCR

Di i T tura d
Gena Secventa amorselor (5°-3°) 1mens'1uf1ezt enTp.era ura €e
fragmentului tinta (pb) aliniere (°C)
CCAGTTCAGTCTGGTGCTCA /
bAB 161 57
pe GTTTACCTTGGCCTGCACA
e ACGGCACCAAATTGAGTTTC / N N
pe GCTACATGGCACACATCACC
CGAAGAAGACGGACGAAGA /
penDE * *
TGTCATGCTTAATACCCGCA

Nota: * se vor calcula si completa valorile corespunzatoare.
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Figura 14. Verificarea amorselor in secventa de referintd si determinarea lungimii fragmentului tinta.

- Pentru a calcula temperatura optima de aliniere si a verifica compatibilitatea amorselor
perechi, accesati platforma Tm calculator pe site-ul www.thermofisher.com. Selectati tipul ADN

polimerazei (7Taq), metoda (single pair), introduceti secventele celor doua amorse si pastrati
concentratia standard a primerilor la 0,5 uM (Figura 15). Notati temperatura de aliniere indicata.

C. Pregatirea suspensiilor de ADN
- Se pregatesc matritele de ADN fungic prin pipetarea a 50 pl suspensie de spori pe o lama
microscopica si presarea cu ajutorul lamelei, prin miscdri de frecare. Se verifica la microscop inainte
si dupd executarea procedurii de strivire a materialului biologic, pentru a verifica disruptia celulara.
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D #1 Sequence #1 Molecular Extinction Tm ID #2 Sequence #2 Molecular Extinction Tm Annealing

weight coefficient °C weight coefficient °C Temperature

g/mol l{{mol’cm) g/mol I/{mol’cm) L 2

Primert1 CCAGTTCAGTCTG 6084.0 183700.0 589 Primer#2 GTTTACCTTGGCC 5754.8 171100.0 575 58.9
GTGCTCA TGCACA

ThemoFisher.

D. Pregdtirea amestecului de reactie si derularea PCR

Atentie: Toate operatiile se executd purtand manusi de protectie si se evitd contaminarea
incrucisata! Inainte de a realiza amestecul de reactie, toti reactivii se decongeleaza si se
omogenizeaza.

- Se noteaza tuburile de PCR cu codurile genei tinta si a tulpinilor;

- Se calculeaza volumele componentelor si se realizeaza mixul de PCR (volum total de 15 pl
per proba, pentru numarul total de probe aflate in lucru + control negativ + control pozitiv), si se
vortexeaza:

e Master Mix PCR (sau componente: suspensii ADN polimeraza, dNTP mix, tampon cu MgClz)
e Amorse sens — suspensie de lucru

e Amorse antisens — suspensie de lucru

e Apa ultrapura liberd de nucleaze

- Se pipeteaza amestecul in fiecare tub de PCR — cate 13 pl;

- Se pipeteaza cate 2 pl suspensie spori in fiecare tub, direct in amestec;

- Un tub se pastreaza pentru controlul negativ si unul se utilizeaza drept martor pozitiv;

- Se pipeteaza 2 pl apd ultrapurd in controlul negativ si 2 pl suspensie ADN matrita de
referinta in controlul pozitiv;

- Se inchid cu grija tuburile si se plaseaza in thermocycler;

- Se seteaza programul PCR:

- Etapa 1: denaturare initiala — 5 minute la 94°C — 1 ciclu;

- Etapa 2 - 35 de cicluri:

e Denaturare — 94°C, 60 s
e Aliniere — temperatura si timpul adaptate amorselor utilizate (40-60°C, 30-60 s)
¢ Elongare — 72°C, timp adaptat lungimii fragmentului t{inta asteptat

- Etapa 3: elongare finala — 5 minute la 72°C — 1 ciclu;

- Se racesc tuburile la 4°C timp de 1 minut;

- Daca nu se migreaza imediat, se pastreaza la frigider sau la congelator, dupa caz.
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Evidentierea ampliconilor rezultati

1. Prepararea gelului de agaroza:
- 100 ml solutie tampon TAE 1x
- 1,5 gagaroza
- 5 ul solutie bromura de etidiu 10 mg/ml
Nota: se utilizeaza in general solutii stoc TAE 50x, care se dilueaza in momentul utilizarii.

2. Pregatirea sistemului de electroforeza si turnarea gelului

- Se pregateste tava adecvatd cu pieptenii corespunzdtori numarului de probe, martori si
marker ADN;

- Se sigileaza capetele tavii cu sistemele de inchidere furnizate sau cu banda adeziva;

- Se plaseaza pieptenii in pozitia corespunzatoare;

- Se dizolva agaroza in solutia tampon TAE, intr-un pahar Erlenmeyer 250 ml, prin incalzire
in cuptorul cu microunde setat initial la 700 V. Se reduce gradual intensitatea cuptorului si se
prelungeste timpul pana la topirea completa. Se verifica repetat. Atentie: Prin fierbere gelul poate
curge din pahar! Dupa scoaterea din cuptorul cu microunde, agitarea se va face cu precautie.

- Se raceste paharul cu gel sub jet de apa pana la 50-55°C, folosind o manusa de termoprotectie
pentru a tine gura paharului. Se agitd continuu prin rotire usoara;

- Se adauga solutia de bromura de etidiu / RedSafe. Atentie: Bromura de etidiu este un reactiv
mutagen, cancerigen si teratogen! Dupa utilizare, se va dispensa varful pipetei direct In punga pentru
deseuri BIOHAZARD!

- Se toarnd gelul in tava, Indepartandu-se bulele de aer cu ajutorul unui varf steril. Nu se
utilizeaza varful cu care s-a adaugat bromura de etidiu/RedSafe;

- Se agteapta circa 10 minute pand la Intarirea gelului, cand acesta devine opac;

- Se Indeparteaza pieptenii cu atentie pentru a nu rupe godeurile.

3. [Incarcarea probelor in gel

- Se pregatesc produsii de PCR 1n ordinea in care urmeaza a fi Incarcati pentru migrare,
prevazandu-se godeurile pentru markerul ADN, control negativ si control pozitiv;

- Se alege un marker ADN potrivit pentru comparatie cu fragmentul tinta;

- Se decongeleaza markerul si premixul de pigmenti (daca nu s-a folosit un tampon colorat la
amplificarea PCR);

- Se Incarca cate 10 pl produs PCR in fiecare godeu, avand mare grija sa se respecte ordinea
probelor! Dacd premixul PCR nu a confinut pigmenti, se coloreaza fiecare proba cu 2 pl Orange
Loading Dye. Se noteaza in caiet schema gelului, impreuna cu data si detaliile experimentului;

- Pentru purificarea ADN in vederea secventializarii se vor utiliza cantitati mai mari, de 50 pl
produs PCR colorat corespunzator;

- Se incarca céte 5 pl marker ADN in godeurile corespunzatoare;

- Se indeparteaza capacele/banda adeziva de la marginea tavii;

- Se plaseaza tava cu gel in cuva de elecroforeza si se acopera incet cu solutie tampon TAE
1x.
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4. Migrarea produgsilor de PCR
- Se plaseaza capacul pe cuva de electroforeza, conectandu-se electrozii. Se verifica plasarea
corecta a tavii cu gel (Run to Red');
- Se porneste sursa (5 volti / cm de gel intre cei doi electrozi);
- Se verifica functionarea aparatului (fluxul de bule);
- Se verifica dupa cateva minute directia migrarii fragmentelor ADN;
- Se asteapta pana cand banda de pigment galben ajunge la capatul gelului;
- Se opreste sursa de curent electric;
- Se Indeparteaza capacul,
- Se scoate cu grija tava cu gel, stergand excesul de solutie tampon.

5. Vizualizarea produgsilor de PCR si preluarea imaginilor
A. Pentru sistemul cu migrare si vizualizare in timp real: Ampliconii se pot vizualiza dupa
aproximativ 20-30 de minute de la pornirea sistemului, iar migrarea poate fi urmarita in timp
real. Se poate fotografia gelul pentru documentare.
B. Pentru transiluminator si sistem de fotodocumentare:
- Se porneste in prealabil computerul, se porneste camera foto si se deschide programul de
preluare a imaginilor;
- Se plaseaza tava cu gelul de electroforeza in incinta camerei de vizualizare;
- Se scoate gelul si se aranjeaza 1n pozitie dreapta;
- Se inchide usa incintei si se porneste lampa UV;
- Se vizualizeaza gelul pe ecranul monitorului verificand captarea integrala a imaginii i se
salveazad imaginea (Figura 16).
Atentie: Dacd se doreste recuperarea fragmentelor de ADN pentru operatii ulterioare
(purificare din gel si secventializare), expunerea gelului de electroforeza la radiatiile UV va fi
minimd! Imaginile vor fi analizate dupa ce au fost salvate, cu sursa de UV intrerupta.

6. Indepirtarea gelului de agarozi:

Atentie: Gelul de agaroza Impreuna cu consumabilele contaminate vor fi recuperate in pungi
speciale pentru decontaminare! Se va evita contactul direct cu solutiile de reactivi, cu gelul de
electroforeza, cu solutia tampon, cu varfurile de pipeta etc. Se va evita contaminarea laboratorului si
a echipamentelor (mese, corpul pipetelor, pixuri, tastatura, robinet etc.).

Figura 16. Detectia genei pcbAB in diverse tulpini fungice. Godeul 1: control negativ; godeul 3: control
pozitiv; godeurile 2, 4 — libere; godeurile 5-17: probe; godeul 18: marker ADN 1000 pb (SM0371 Thermo
Scientific).
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Intrebari si exercitii

1.

Urmati instructiunile din protocolul amplificarii clusterului de gene responsabile de

biosinteza penicilinei descris mai sus si completati informatiile lipsd in Tabelul 3.

2.

Analizati comparativ protocolul implementat pentru acest experiment cu metodele descrise

in articolul publicat de Leitdo si colab. (2012): Penicillium chrysogenum var. halophenolicum, a new
halotolerant strain with potential in the remediation of aromatic compounds in high salt environments.

Explicati diferentele dintre cele doud abordari si deduceti rationamente justificative.

3.

O 0Nk

Ce avantaje si ce dezavantaje prezinta tehnica squash-PCR?

Care sunt factorii responsabili de reusita reactiei de amplificare PCR?

Explicati de ce se utilizeazad o polimeraza termostabild si care este rolul ei.

Ce tip de reactii de control se realizeaza si care este semnificatia lor?

Care este functia ionilor de Mg?* in cadrul reactiei?

Ce criterii trebuie sa indeplineasca amorsele?

Care sunt factorii de care trebuie sd se tind cont in designul unei reactii multiplex PCR?

10. Care este sensul elongarii noii catene ADN?

11. Care este principiul migrarii ADN in gel de electroforeza?

12. Care este pozitia de plasare corecta a tavii cu gelul incarcat in cuva de electroforeza? Ce
se intampla dacd tava se plaseaza invers?

13. Care este scopul colorarii probelor in vederea electroforezei?

14. Care este principiul vizualizarii fragmentelor de ADN 1n gelul de electroforeza?

15. Analizati imaginea gelului din Figura 16. Cate probe au fost pozitive pentru gena pchAB?
Apreciati dimensiunea fragmentului {inta.

16. Care sunt masurile de protectie si de ce este absolut necesara respectarea acestora?
17. Care sunt conditiile de calitate pentru consumabilele utilizate in analiza PCR?

18. Ce semnificatie au moleculele pirogene pentru industria farmaceutica, care sunt metodele

de testare si pentru ce forme farmaceutice se impune investigarea pirogenitatii?

51



Anca Farkas

Analiza ADMET si optimizarea moleculelor farmaceutice

Activitati si competente:

- Drug-likeness, optimizarea compusilor, a formularii si administrarii

- Biodisponibilitatea si toxicitatea moleculelor farmaceutice: screeningul in silico

- Chimie combinatoriala si biotehnologie analitica, metode virtuale si bioinformatice

Principiul lucrarii

Absorbtia, distributia, metabolismul, excretia si toxicitatea (ADMET) detin un rol cheie in
descoperirea si dezvoltarea medicamentelor. Un medicament candidat de 1nalta calitate nu numai ca
ar trebui sa aiba eficacitate impotriva tintei terapeutice, ci si sd prezinte caracteristici farmacocinetice
si toxicitate adecvate, la o doza terapeutica. O serie de modele in silico sunt dezvoltate si imbunatatite
continuu pentru predictia proprietatilor ADMET.

Modelarea profilului ADMET al moleculelor farmaceutice

De la administrarea medicamentului si pana la aparitia efectului terapeutic, in organism au loc
o serie de fenomene derulate in faze succesive: biofarmaceutica (eliberarea substantei
medicamentoase si dizolvarea acesteia in lichidul biologic), farmacocineticdi (ADME) si
farmacodinamica (interactiunea moleculelor substantei medicamentoase cu receptorii si declansarea
unor modificari fiziologice cu aparitia efectelor). Realizarea efectului terapeutic vizeazad toate
caracteristicile substantei medicamentoase, dar si proprietdtile medicamentului, aspectele
Calitatea de potential medicament a unei molecule (drug-likeness) nu este usor de evaluat in ceea ce
priveste atat de multe aspecte. Un set de ghiduri bazate pe asocieri consecvente intre structura si
proprietatile moleculei au fost generate prin analiza unor parametri de baza ce influenteaza profilul
ADMET: solubilitate, permeabilitate, biodisponibilitate, volum de distributie, legarea proteinelor
plasmatice, penetrarea la nivelul sistemului nervos central si a barierei hemato-encefalice, legarea la
tesutul cerebral, efluxul glicoproteinei P, inhibarea canalului hERG si a citocromilor P450 umani
majori (Guan si colab., 2018).

Drug-likeness reprezintd un concept calitativ utilizat In proiectarea medicamentelor, pentru
molecule ce se preteaza dezvoltarii unui medicament, in raport cu factori farmacologici precum
biodisponibilitatea. Unele proprietiti moleculare pot influenta puternic biodisponibilitatea
compusului: numdrul de grupe functionale donoare si/sau acceptoare de legituri de hidrogen la
nivelul perechii/perechilor de electroni neparticipanti, numarul de legdturi rotative si masa
moleculard. Drug-likeness este estimatd din structura molecularda, Tnainte ca substanta sd fie
sintetizata si testatd. Initial, conceptul de drug-likeness se baza pe ,,regula celor cinci” (ROS5). ROS
(regula lui Lipinski, regula Pfizer 5) evalueaza analogia ca medicament, determinand daca un compus
chimic cu o anumitd activitate farmacologica sau biologica are proprietati fizice si chimice care ar
permite dezvoltarea unui medicament uman activ pe ruta orald (Lipinski si colab., 2001). ROS este
cea mai cunoscutd metoda originald aplicata pentru a distinge daca o molecula este bine absorbita in
cazul administrarii pe cale orala, prin indeplinirea urmatoarelor criterii, cu exceptia cel mult a unuia:

52



Biotehnologii farmaceutice. Ghid pentru lucrari practice

* Greutatea moleculara (M) < 500 Da;

* Coeficientul de partitie octanol/apa (log P) < 5;

* Numarul de grupe functionale donoare de legaturi de hidrogen la nivelul perechii/perechilor de
electroni neparticipanti (legaturi N-H si O-H) <'5;

* Numarul de grupe functionale acceptoare de legdturi de hidrogen la nivelul perechii/perechilor
de electroni neparticipanti (atomi de N si O) < 10,6.

Conform ROS, o moleculd administrata pe cale orala nu ar fi activa daca incalcd mai mult de
unul dintre cele patru criterii. Cu toate acestea, regula nu este potrivitd pentru produsele naturale
complexe. Metodele de investigare ale proprietatilor compusilor au fost permanent imbunatatite, fiind
propuse mai multe reguli si filtre similare cu ROS. Ulterior, au fost concepute programe de screening
in silico mult mai complexe care permit evaluarea moleculelor farmaceutice. Pe langa
biodisponibilitate, este foarte important si profilul de sigurantd al compusilor, care ilustreaza efectele
adverse detectabile ale medicamentului. Moleculele lipofile, care au un grad mai mic de polaritate,
au o probabilitate mai mare de a declansa evenimente de toxicitate (Hughes si colab., 2008). Spre
exemplu, unul dintre cele mai importante efecte adverse este fosfolipidoza indusa de medicamente,
ce reprezintd o acumulare excesiva de fosfolipide in lizozomi (Breiden si Sandhoff, 2019). Regula
GlaxoSmithKline 4/400 considera compusii cu logP >4 si M > 400 Da ca avand un profil de siguranta
mai putin favorabil (Gleeson, 2008). Regula Pfizer 3/75 ia in considerare valorile logP > 3 si aria
suprafetei polare totale (tPSA) < 75 A2 ca generatoare de efecte adverse. O alti modalitate de a testa
siguranta unui compus este oferita prin aplicarea regulilor Lilly Med Chem (un set de 275 de reguli)
pentru a identifica si respinge compusii reactivi de tipul oxidantilor, detergentilor, compusii instabili
sau compusii lipsiti atat de atomi de oxigen, cat si de atomi de azot (Bruns si Watson, 2012).

Toxicitatea medicamentului poate apdrea ca urmare a ingerarii unei supradoze de
medicament, cand o cantitate prea mare de substanta activa ajunge in organism. Acest lucru se poate
intampla dacd doza administrata depdseste cantitatea prescrisa sau daca doza prescrisa este prea mare.
Predictia toxicitatii compusului reprezintd o componentd importanta a procesului de dezvoltare a
medicamentului. Estimarile de toxicitate computationald nu sunt doar mai rapide decat determinarea
dozelor toxice la animale, dar pot ajuta si la reducerea experimentelor pe animale de laborator. Mai
multe informatii despre reglementarile EMA privind principiile etice ale testarii medicamentelor pe
animale si conceptele de inlocuire, reducere si rafinare (Animal Ethics 3R) sunt disponibile
(https://www.ema.europa.eu/en/human-regulatory/research-development/ethical-use-animals-

medicine-testing).

Tintele responsabile de toxicitate sunt tinte proteice care au fost asociate cu reactii adverse la
medicamente si cu efecte toxice. Abordarile in silico evalueazd posibila legare a compusilor
investigati la tintele de toxicitate, folosind o colectie de farmacofori pe baza de liganzi proteici.
Modelele bazate pe farmacofor implica:

* Toxicitatea orala
* Toxicitatea de organ (hepatotoxicitate)
* Punctele finale de toxicitate

- Carcinogenitatea

- Imunotoxicitatea

- Mutagenicitatea

- Citotoxicitatea
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* Ciile de semnalizare a receptorului nuclear Tox21 (Receptor de hidrocarburi aril (AhR)
- Receptorii de androgeni (AR)
- Domeniul de legare a ligandului receptorilor de androgeni (AR-LBD)
- Aromataza
- Receptorul de estrogen alfa (ER)
- Domeniul de legare a ligandului receptorului de estrogen (ER-LBD)
- Receptor Gamma activat cu proliferarea peroxizomilor (PPAR-Gamma)
* Caile de raspuns la stres Tox21
- Factorul nuclear (nrf2/ARE)
- Elementul de raspuns al factorului de soc termic (HSE)
- Potentialul de membrand mitocondriala (MMP)
- Fosfoproteina (supresor tumoral) p53
- Domeniul AAA al familiei ATPazelor care contine proteina 5 (ATADS).
Dozele toxice ale compusilor sunt adesea date ca valori DL50 in mg/kg greutate corporala.
DL50 reprezinta doza letala medie, adica doza de compus la care 50% dintre subiectii expusi mor.
Clasele de toxicitate sunt definite in conformitate cu sistemul armonizat global de clasificare a
etichetarii substantelor chimice. Valorile DL50 se apreciaza in mg/kg:
¢ Clasa I: fatal in caz de Inghitire (DL50 < 5)
e Clasa II: fatal in caz de inghitire (5 < DL50 < 50)
e Clasa III: toxic in caz de inghitire (50 < DL50 < 300)
¢ Clasa I'V: nociv in caz de inghitire (300 < DL50 <2000)
¢ Clasa V: poate fi ddunatoare daca este inghititd (2000 < DL50 < 5000)
¢ Clasa VI: netoxic (DL50 > 5000)

ACTIVITATE EXPERIMENTALA

Pentru realizarea acestui proiect, veti alege propriile molecule-candidat, In mod ideal
substante medicamentoase, molecule naturale sau semisintetice, si veti efectua screening-ul in silico
al proprietatilor ADMET. Moleculele candidat pot avea o structura similara (de exemplu, metaciclina
si tetraciclind; doxorubicind si daunorubicind; benzilpenicilind si ampicilind) sau diferitd (de
exemplu, benzilpenicilina si doxorubicind).

Protocol de lucru
Realizati o fisa (document Word) cu parcurgerea punctelor de mai jos:

1. Definiti biodisponibilitatea. (notiuni din curs)

2. Alegeti doua molecule candidat. Descrieti pentru fiecare din cei doi compusi selectati:
molecula, medicamentul (daca este cazul), efectele farmacologice si indicatiile terapeutice. Dacad ati
ales un medicament aflat 1n comercializare, puteti accesa baza de date DrugBank
(http://www.drugbank.ca/).

3. Accesati una dintre urmatoarele baze de date pentru a afla mai multe informatii relevante si a
obtine structura moleculei:

* DrugBank (http://www.drugbank.ca/)

* ChEMBL (https://www.ebi.ac.uk/chembldb/)

* WITHDRAWN3 (http://cheminfo.charite.de/withdrawn/)
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e PubChem (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/)
Veti avea nevoie de formula moleculei in formatul SMILES: SMILES (Simplified Molecular
Input Line Entry System) reprezintd un sistem de notare chimicd care permite reprezentarea unei

structuri chimice intr-un mod care poate fi utilizat de un computer. Gasiti molecula intr-una din bazele
de date mentionate la pasul 2 si copiati Isomeric SMILES. Un exemplu pentru structura metaciclinei
din baza de date PubChem este disponibil in Figura 17A, iar in baza de date DrugBank gasiti formula
SMILES in sectiunea Chemical identifiers (Figura 17B).

SEARCH FOR

Metacycline

Treating this as a text search.

BEST MATCH

Methacycline; Metacycline; 914-00-1; Rondomycin; Methylenecycline; Tri-Methacycline; Methacyclinum; 6-
,“@ Compound CID: 54675785

A g
MF: Co2H22N,0 MW: 442.4g/mol
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Figura 17. Formula metaciclinei in format SMILES in bazele de date: A. PubChem si B. DrugBank

4. Screeningul ADMET
a). Partajati structura moleculei in platforma admetSAR2 (http://Immd.ecust.edu.cn/admetsar2/) si

analizati fiecare criteriu ADMET. Interpretati comparativ scorurile obtinute pentru cele doua
molecule. In vederea predictiei proprietatilor ADMET (Figura 18), platforma admetSAR2 oferi si
posibilitatea cautdrii compusilor, inclusiv a structurii SMILES. De asemenea, oferd optiunea
predictiei avansate, unde pot fi scanati simultan un numar de pana la 10 compusi.
Nota: Platforma admetSAR?2 ar putea fi indisponibild din cauza unor probleme de securitate.
Daca nu functioneaza, accesati versiunea anterioard (admetSARI1) sau treceti la pasul urmator si
utilizati programul alternativ.
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Figura 18. Initierea predictiei proprietatilor ADMET in platforma admetSAR2

b). Accesati ADMETIlab2.0 (https://admetmesh.scbdd.com/service/evaluation/index) (Xiong si
colab., 2021). Partajati formula SMILES in fereastra programului ADMETlab2.0 si derulati
operatiunea (Figura 19). Analizati rezultatele obtinute. Interpretati valorile obtinute pentru fiecare

dintre cei doi compusi in ceea ce priveste profilul parametrilor de chimie medicinald, absorbtie,
distributie, metabolizare, excretie, proprietati fizico-chimice si toxicitate. Comparati scorurile celor
doi compusi. Arata diferit? Explicati.
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Figura 19. Initierea evaludrii profilului ADMET 1in platforma ADMETIlab2.0

Nota: Aceasta platforma ruleazd numai molecule care contin mai putin de 128 de atomi. Daca
alegeti o moleculd mai mare, rulati-o doar in pasul urmator.
¢). Accesati platforma SwissADME (http://www.swissadme.ch/index.php) (Daina si colab., 2017).
Incircati formatul SMILES in fereastra dedicatd, apoi derulati programul (Figura 20). Extrageti

rezultatele obtinute. Interpretati valorile generate de fiecare compus pentru proprietati fizico-chimice,
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lipofilie, solubilitate, farmacocinetica si drug-likeness. Repetati pentru cea de-a doua molecula.
Comparati scorurile celor doi compusi. Arata diferit? Explicati.
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Figura 20. Model de initiere a screeningului ADME pentru meticiclina in platforma SwissADME

5. Pentru predictia toxicitatii, accesati platforma ProTox3.0 (https:/tox.charite.de/protox3/) si
alegeti fereastra 7TOX PREDICTION. Cautati numele moleculei alese si structura moleculara va
aparea in fereastra. Bifati parametrii toxicitatii si rulati programul (Figura 21). Aceastd platforma
permite modeldri moleculare prin modificarea structurii moleculare direct in fereastra dedicata
(Banerjee si colab., 2024). Ce semnificatie are aceastd posibilitate de optimizare a moleculei?
Extrageti rezultatele predictiei si interpretati toxicitatea compusului: valoarea DL50 si relevanta
acesteia, clasa toxicologica si semnificatia acesteia. Extrageti raportul de toxicitate si interpretati toate

efectele relevante. Repetati screeningul toxicitatii pentru cea de a doua moleculd. Comparati scorurile
celor doi compusi. Arata diferit? Explicati.
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Figura 21. Exemplu de predictie a toxicitatii metaciclinei in platforma ProTox3.0
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Screeningul in silico al biofarmaceuticelor pe baza de proteine si peptide

Activitati si competente:

- Reactiile adverse la medicamente. Antigenitatea, imunogenitatea si potentialul alergen
- Siguranta biofarmaceuticelor generice si biosimilare

- Predictia epitopilor in dezvoltarea vaccinurilor

- Biotehnologie analiticd, metode virtuale, bioinformatice si imunoinformatice

Principiul lucrarii

Capacitatea de a provoca un raspuns imun se bazeaza pe doua caracteristici ale moleculelor:
antigenitate si imunogenitate. Evaluarea imunogenitatii si a potentialului alergen al produselor
biofarmaceutice constituie o etapd cruciald in procesul cercetdrii si dezvoltdrii medicamentului.
Modele in silico bazate pe algoritmi imunoinformatici sunt aplicati pentru predictia imunogenitatii
produselor biofarmaceutice.

Reactiile adverse la medicamente

Reactiile adverse la medicamente (ADR) se impart in reactii previzibile (legate de actiunile
farmacologice ale medicamentului la indivizi normali) si reactii imprevizibile (legate de raspunsul
imunologic al individului si, ocazional, de diferentele genetice la pacientii susceptibili). Reactiile
adverse trebuie diferentiate de evenimentele adverse ale medicamentelor (ADE), care se extind
dincolo de reactiile adverse si includ daune legate de erorile de medicatie si interactiunile
medicamentoase ori cu alimentele. In timp ce cunoasterea ADE este importantd in eforturile de
imbundtdtire a sigurantei pacientilor, ADR reprezintd principalul obiectiv al agentiilor de
reglementare si al supravegherii post-comercializare a medicamentelor.

Hipersensibilitatea la un medicament (DHR) se refera la simptome sau semne reproductibile
in mod obiectiv, initiate prin expunerea la acel medicament la o doza toleratd in mod normal de
persoanele nehipersensibile. Este un tip de ADR imprevizibila si include reactii induse de celulele
imune sau inflamatorii, precum si alte mecanisme non-imunologice. Alergia la un medicament se
referd la o reactie specificd DHR mediatd imunologic. Pe baza mecanismului determinat de modul in
care medicamentele interactioneaza cu sistemul imunitar, DHR pot fi clasificate ca reactii alergice si
non-alergice. Reactiile alergice sunt mediate de rdspunsul imun specific la un medicament care
actioneaza ca o haptend care poate duce la toate tipurile de reactii imune: tip I (mediate de IgE,
produse de celulele B), tip II (mediate de IgG/IgM), tip III (imunocomplex) si IV (mediate de celule
T). Cele mai frecvente sunt de tip I si IV, implicate atat in reactii imediate (IR) cat si non-imediate
(NIR). DHR sunt clasificate clinic ca IR, care apar la 30-60 de minute dupa administrarea
medicamentului sau NIR, ce apar la mai mult de o ord dupa administrarea medicamentului. Fiind
mediate de imunoglobuline E (IgE), IR provoaca urticarie, angioedem sau anafilaxie, iar NIR
(mediate celular prin limfocite T; non-IgE mediate) induc manifestari eterogene, variind de la
exantem maculopapular sau eruptie fixa, pand la reactii adverse cutanate severe, reactie
medicamentoasa cu eozinofilie si simptome sistemice sau reactii ale unui singur organ, precum boala
hepatica indusd de medicamente si reactii specifice medicamentului, cum ar fi sindromul de
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hipersensibilitate. Sindromul de hipersensibilitate indusa de medicamente (sindromul DRESS — drug
rash with eosinophilia and systemic symptoms) este o reactie severd de tip IV, declansatd in urma
administrarii unui medicament, mai frecvent asociate fiind medicamentele anticonvulsivante,
antivirale, antibiotice, antidepresive si biologice (Franceschini si colab., 2019). IgE sunt esentiale
pentru manifestarea si persistenta majoritatii alergiilor de tip imediat, reprezentand o tintd crucialda
atat in scop de diagnostic, cat si pentru abordari terapeutice, precum imunoterapia specifica
alergenului (Krause si colab., 2020). Reactiile non-alergice includ toate celelalte IR fard un mecanism
imunitar demonstrat. Ele nu se pot distinge clinic de reactiile alergice si apar dupd interactiunea
medicamentului cu celulele inflamatorii (mastocite, bazofile si neutrofile) prin mecanisme bazate pe
supra-inhibarea unor enzime specifice sau ocuparea unor receptori in afara tintei.

Alergiile sunt cauzate de o initiere indecvata a raspunsului imun la antigeni, uneori inofensivi,
din mediul inconjurdtor, ce afecteaza mucoasa cailor respiratorii superioare (rinita), pladmanii
(astmul), intestinul (alergiile alimentare) si pielea (dermatita). Rolul principal in aceste boli atopice
il reprezintad sensibilizarea alergicad mediatd de IgE specifice alergenului. Alergiile reprezintd una
dintre principalele cauze ale bolilor cronice, cu o incidentd crescutd in ultimele decenii. Pentru a
caracteriza un antigen, este crucial si se stabilesca in ce masurd acesta este alergen si respectiv
imunogen (Zhang si Tao, 2015). Au fost identificate o serie de mecanisme genetice implicate in
sensibilizarea alergica (Beonnelykke si colab., 2013), insa metodele de diagnostic si tratament raman
deficitare.

Antigenii leucocitari umani (HLA) sunt implicati in aproape fiecare eveniment cheie din
procesul de sensibilizare — raspunsul imun ce are loc la prima expunere la un alergen. HLA reprezinta
o serie de glicoproteine codificate intr-un complex de gene situate pe mai multi loci strans inlantuiti,
localizat pe cromozomul 6. Acest grup de gene numit complexul major de histocompatibilitate
(MHC) este legat de functia sistemului imunitar la om si codificd proteinele aflate pe suprafata
celulelor prezentatoare de antigen (APC). HLA sunt esentiale pentru functia imunitara, fiind Impartite
in trei clase MHC (Pichler si Hausmann, 2016).

Elaborarea raspunsului imun este rezultatul cooperarii a doua categorii de celule: celulele
limfoide si celulele accesorii ale raspunsului imun. Antigenul este recunoscut de celule specializate
functional si inglobat de celule accesorii, ce prelucreaza si prezinta antigenul. Prezentarea antigenului
este treapta obligatorie care precede recunoasterea antigenilor proteici de catre limfocitele T. Orice
celuld care poarta pe suprafata ei molecule MHC participa la elaborarea raspunsului imun. Epitopii
recunoscuti de limfocitele T sunt prezentati pe suprafata unei APC, unde sunt legati de moleculele
MHC. La om, APC specializate (macrofage, celule dendritice si limfocite B) prezinta peptidele MHC
clasa II, in timp ce majoritatea celulelor somatice nucleate prezintd peptidele MHC clasa 1. Spre
deosebire de limfocitele T, care recunosc doar antigenul prezentat in asociere cu MHC, limfocitele B
recunosc si antigenul In forma nativa (Mihaescu, 2003; Nicholson, 2016).

Existd trei procese principale prin care celulele T sunt stimulate de medicamente:

A. Conceptul de haptend: Haptenele sunt compusi mici, chimic reactivi, care se leagd de
proteine/peptide si le modificd covalent, stimuland sistemul imunitar inndscut fie prin legarea
covalenta de proteinele celulare, sau prin formarea unui complex haptena-carrier, care la randul lui
poate forma neoantigeni. Complexul haptend-proteina este procesat si apoi prezentat celulelor T ca
peptide modificate cu haptena, iar limfocitele T pot reactiona cu aceste peptide.
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B. Conceptul pro-haptend: Pro-haptenele nu sunt chimic reactive si nu pot forma o legatura
covalentd cu o peptida. Pentru a deveni reactive chimic, ele trebuie metabolizate intr-o haptena.

C. Conceptul Pi (interactiune farmacologica cu receptorii imunitari): un medicament inert din
punct de vedere chimic, incapabil sd se lege covalent de proteine, este insd capabil sa se adapteze
unora dintre numerosii receptori imuni. In anumite circumstante, aceasti interactiune reversibila
medicament-receptor poate activa celulele imune specifice pentru antigenii peptidici, care apoi se
extind si provoaca reactii inflamatorii de diferite tipuri (Franceschini si colab., 2019).

In cercetarea si dezvoltarea medicamentelor, compusii pe bazi de proteine si peptide sunt in
principal vizati pentru potentialele efecte imunogene si alergene. Antigenii polizaharidici au efecte
slab imunogene, insd detin potential alergen. Imunogenitatea este o proprietate dezirabila a
vaccinurilor, dar poate constitui un obstacol in terapia cu biofarmaceutice pe bazd de proteine si
peptide. Peptidele, polimeri compusi din pana la 50 de aminoacizi, pot sd apara in mod natural in
organism, pot fi produse in laborator prin sintezd chimica (produse peptidice sintetice) sau prin
tehnologia ADN recombinat. O varietate de peptide bioactive de origine umana, dar si de la bacterii,
fungi, plante si animale poseda proprietiti terapeutice (Wang si colab., 2022). In unele circumstante,
impuritatile legate de peptide pot crea un potential imunogen sau pot afecta in alt mod siguranta sau
eficacitatea unui produs medicamentos peptidic.

Evaluarea imunogenitatii, a potentialului alergen si modificarea antigenilor constituie etape
cruciale in procesul cercetdrii si dezvoltarii biofarmaceuticelor, inainte de a fi administrate la om.
Imunogenitatea este legatd de activarea imunitdtii adaptative. Complexitatea sistemului imunitar se
manifestd prin numeroase mecanisme diferite, ceea ce permite utilizarea diferitelor abordari pentru
predictia imunogenitatii produselor biofarmaceutice. Prin urmare, capacitatea de a provoca un
raspuns imun se bazeaza pe doud caracteristici ale medicamentului: antigenitate si imunogenitate.
Toate moleculele imunogene au capacitate antigenicd, dar reciproca nu este valabila. Specificitatea
antigenica este factorul implicat in imunogenitate si alergenitate, iar distinctia dintre acestea permite
caracterizarea tuturor tipurilor de antigeni moderni (Zhang si Tao, 2015). Interactiunea poate depinde
si de metabolitii generati, care pot fi mult mai reactivi decdt medicamentul nativ, fiind uneori
responsabili de sensibilizarea clinici. In administrarea medicamentelor, factorii de risc tin atat de
medicament (natura moleculelor, doza, durata, frecventa expunerii, ruta de administrare si
sensibilizarea incrucisatd) cat si de gazda (varstd, sex, factori genetici, alte afectiuni, reactii
anterioare, sindromul alergiilor multiple).

Predictia si modelarea profilului imunogen si alergen al moleculelor biofarmaceutice

Disponibilitatea produselor biofarmaceutice generice a crescut in ultimul deceniu si, pe
madsura ce brevetele lor expird, se apropie aparitia agentilor biosimilari. Primul produs aprobat in UE
ca biosimilar in anul 2006 a fost Omnitrope (somatropina). Potrivit Generics and Biosimilars
Initiative (www.gabionline.net), pand 1n luna decembrie 2023, EMA a recomandat aprobarea a 106

biofarmaceutice biosimilare pentru utilizare in UE, din clasele de produse de tipul: 1) hormon de
crestere uman; 2) factor de stimulare a coloniilor de granulocite; 3) agent de stimulare a eritropoiezei;
4) insulind; 5) hormon foliculo-stimulant; 6) hormon paratiroidian; 7) inhibitor al factorului de
necroza tumorald; 8) inhibitor al factorului de crestere a endoteliului vascular si 9) anticorp
monoclonal. Numarul biofarmaceuticelor biosimilare autorizate pentru comercializare in UE s-a
dublat in ultimii 4 ani (Barbier si colab., 2020).
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Atat compusii de referintd din medicamentele originale, cat si substantele biosimilare, au
potentialul de a provoca un raspuns imunogen, care poate avea un impact asupra profilurilor de
eficacitate si sigurantd ale medicamentului. Paradigma actuald in evaluarea imunogenitatii
biofarmaceuticelor este orientatd spre detectarea si caracterizarea anticorpilor anti-medicament
generati in vivo la administrarea unui produs bioterapeutic. Cu toate acestea, multe dintre efectele
adverse mediate imun pot fi determinate de formarea unor complexuri intermediare (Krishna si
Nadler, 2016). Desi in multe cazuri prezenta anticorpilor anti-medicament poate avea consecinte
clinice reduse, exista si reactii adverse a caror frecventa in crestere a generat ingrijorarile cu privire
la potentialele consecinte clinice ale utilizdrii pe scara largd a produselor biofarmaceutice si
biosimilare (de exemplu aplazia eritroidd) (Kessler si colab., 2006). Metodele de masurare de
laborator sunt insuficiente pentru a prezice proprietitile biologice si clinice ale produselor
biofarmaceutice sau chiar pentru a compara bioechivalenta acestora. Metaanalizele recente au
inglobat rezultate derivate din sute de studii clinice care au vizat cateva zeci de medicamente
biosimilare aratand ca nu exista date solide care sa indice ca trecerea de la un produs biologic de
referintd la un biosimilar este legatd de orice probleme majore de eficacitate, siguranta sau
imunogenitate (Barbier si colab., 2020). Totusi, expansiunea masiva a pietei biofarmaceuticelor si
biosimilarelor deopotrivd accentueaza necesitatea generdrii de noi cunostinte fundamentale si
dezvoltarii de metode fiabile pentru investigarea moleculelor terapeutice.

Screeningul in silico al proteinelor si peptidelor utilizeaza tehnici de bioinformatica si
imunoinformatica ce implica abordari ale:

e Structurii primare a moleculei (secventa de aminoacizi) prin algoritmi de aliniere a secventei,
identificarea unor motive liniare conservate asociate unui potential imunogen/alergen, sau metode de
invatare automatd pentru compararea secventelor;

e Structurii secundare si terfiare a moleculei prin abordari care compard structurile
tridimensionale;

e Proprietatilor intregii proteine prin algoritmi care utilizeaza proprietatile fizico-chimice sau
biochimice ale proteinelor;

e Structurii epitopilor cunoscuti ai alergenilor, spre exemplu a epitopilor compatibili cu IgE, prin
algoritmi de cartografiere a acestora.

Produsi biofarmaceutici foarte promititori au esuat in studii clinice avansate din cauza
imunogenitdtii nedorite. Infrastructura algoritmilor in silico permite imbunatatirea motivelor si
modelarea peptidelor sintetice (Mattei si colab., 2021). Prin urmare, este recomandatd evaluarea
imunogenitdtii non-clinice, care compara o peptidd sintetica cu produsul peptidic de referinta.
Metodele predictiei imunogenitatii biofarmaceuticelor se bazeaza pe explorarea secventei sau a
structurii moleculei, si implicd algoritmi de aliniere a secventelor, localizare subcelulara, predictia
epitopilor recunoscuti de limfocitele T si B, andocarea moleculara, si simuldri dinamice (Doneva si
colab., 2021). Aplicarea intrumentelor in silico pentru predictia antigenitdfii si cartografierea
epitopilor in scopul dezvoltarii vaccinurilor este relativ noud (Yurina, 2022). Platformele disponibile
pentru screeningul moleculelor evolueaza continuu. Acestea utilizeaza baze de date actualizate si
implicd instrumente ale inteligentei artificale precum modelari bazate pe algoritmi de invatare
automata, cum ar fi Hidden Markov Model (HMM), Artificial Neural Network (ANN) si Support
Vector Machine (SVM).
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Imunogenitatea este o caracteristica a intregii macromolecule, in timp ce antigenitatea este
specific determinatd de anumite secvente ale antigenului. Regiuni limitate din macromolecula
antigenica, apte sa se combine cu anticorpi specifici sau cu receptorii de pe limfocitele sensibilizate
se numesc determinante antigenice sau epitopi. Polizaharidele sunt antigeni T-independenti ce pot
induce sinteza de anticorpi fard interventia limfocitelor T. Proteinele sunt antigeni T-dependenti,
deoarece induc sinteza anticorpilor doar prin cooperarea dintre limfocitele T si B. Constituiti din
cativa aminoacizi, epitopii proteici sunt clasificati ca fiind continui (liniari, secventiali) sau
discontinui (conformationali), in functie de adiacenta aminoacizilor inclusi. Majoritatea epitopilor
sunt discontinui si, din moment ce constau din reziduuri reunite prin plierea lantului peptidic,
reactivitatea lor antigenica depinde de conformatia nativa a proteinei. Epitopii liniari sunt determinati
de structura primara (8-30 aminoacizi), iar cei conformationali de structura secundara sau tertiara a
moleculei proteice (juxtapozitia in spatiu a aminoacizilor situati la distantd), modificandu-se la
denaturarea proteinei. Fiecare moleculd proteica reprezinta un mozaic de epitopi, fie diferiti, fie
identici. Numarul de epitopi de pe o molecula imunogena reprezintd valenta antigenica. Structura
cuaternard a capsidelor virale da nastere epitopilor cunoscuti sub numele de neotopi.

Continutul in epitopi ce activeaza limfocitele T, unul dintre factorii ce contribuie la riscul
imunogenitatii, poate fi masurat relativ precis utilizdnd instrumente in silico. Un avantaj il constiuie
faptul ca epitopii potentiali ai limfocitelor T sunt liniari, spre deosebire de epitopii recunoscuti de
receptorii celulelor B, care sunt conformationali. Epitopii recunoscuti de limfocitele T, prezentati de
moleculele MHC clasa I sunt de obicei peptide cu lungimea cuprinsa intre 8 si 11 aminoacizi, in timp
ce moleculele MHC clasa II prezinta peptide mai lungi, de 13-17 aminoacizi. Datoritd
polimorfismului lor, proteinele HLA se leagd la un repertoriu mare de antigeni peptidici. Structura
regiunii de legare pe proteinele HLA clasa II limiteaza lungimea miezului peptidei de legare la noud
resturi de aminoacizi (nonamer). Prin urmare, pentru a fi recunoscutad ca antigen de catre sistemul
imunitar, secventa unei proteine trebuie sd contind cel putin un nonamer care se leagd de o proteina
HLA clasa II. Tehnica implica urmatoarele etape:

- Se identifica secventa aminoacizilor in proteina de interes;

- Se obtine o structurd tridimensionald experimentald a unui alotip al HLA selectat din baze
de date sau modelat prin omologie cu cea mai similara structura;

- Se taie secventa de proteine 1n peptide scurte care se suprapun partial, constand de obicei din
8 pana la 20 de aminoacizi (cadre);

- Conformatii multiple ale peptidei testate sunt preluate din baze de date sau prin algoritmi de
modelare computerizata, generdndu-se o posibila structurd a complexului HLA / peptida;

- Interactiunea moleculara dintre peptidele scurte si moleculele HLA este evaluatd prin
calcularea energiei potentiale si a entropiei conformationale a structurii complexe;

- Fiecare peptida este clasificata dupa scorul calculat;

- Pe baza acestor date se construieste un profil statistic.

Algoritmii imunoinformatici pentru identificarea epitopilor sunt aplicati pentru a diminua
riscul asociat proteinelor terapeutice, in urma evaludrii riscului de generare a imunogenitétii nedorite.
Prin calcularea densitatii cadrelor cu scor mare intr-o proteind este posibila estimarea scorului de
imunogenitate al acesteia. In plus, pot fi identificate subregiuni de cadre cu punctaje mari sau clustere
cu imunogenitate potentiald. Utilizand aceasta abordare, se poate calcula imunogenitatea clinicd a
unei noi proteine terapeutice (Farkas, 2021).
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ACTIVITATE EXPERIMENTALA

Protocol de lucru
Realizati o fisa (document Word) cu parcurgerea punctelor de mai jos:
1. Definiti antigenitatea si imunogenitatea. (notiuni din curs)
2. Ce reprezinta antigenul leucocitar uman si care este rolul complexului major de
histocompatibilitate? (notiuni din curs)
3. Analizati
neurologica functionala (functional neurological disorder), socul anafilactic si sindromul DRESS.

urmatoarele afectiuni: sindromul Guillain-Barré, intususceptia, tulburarea
Care sunt principalele cauze ale fiecareia dintre aceste afectiuni? Care dintre ele pot constitui reactii
adverse la medicamente? Care dintre ele pot fi declansate in urma vaccinarii? Care dintre aceste
reactii implicd un mecanism imunologic?

4. Dintre proteinele utilizate in formularea biofarmaceuticelor, un exemplu il constituie
albumina. Mentionati pe scurt aplicatiile clinice ale albuminei, rolul acesteia in formularea
medicamentelor, dezavantajele albuminei bovine, avantajele albuminei umane recombinate si
identificati aplicatii ale acesteia (exemple de produse biofarmaceutice).

5. Screeningul in silico al albuminei:
date UNIPROT

(https://www.uniprot.org/). Cautati termenul albumin — search. Dupa aparitia rezultatelor, filtrati si

a). Identificati si descédrcati secventa albuminei bovine din baza de

selectati albumina bovind (coloana din stinga Taxonomy — Filter by taxonomy — introduceti Bos
taurus — cautare). Veti obtine mai multe intrari, alegeti spre exemplu secventa cu codul P02769.
Derulati pagina, mai jos veti gasi secventa de aminoacizi (Figura 22). Copiati secventa in format

FASTA in documentul Word si eliminati randurile prin accesarea  functiei
Home/Replace/Find"p/Replace all. Verificati si notati numarul de aminoacizi.
< 30 & uniprotosg/unipratkhy/PI2763 entryEsequence =2 ¢« 0O

Function Entry Variant viewer Feature viewer Publications External links History

Names & Taxonomy

Subcellular Location Sequence

i " ren . P "

Phenotypes & Variants Sequence status® | Complele Seque.nce The displayed sequence is further processed info a
processing’ | mature form.

PTM/Processing

Tools = tr Add Highlight = Copy sequence
Expression ;
Length GO7 Last updated 1996-02-01 v4
Interaction Mass (Da) 68203 Checksum® 39167DFE76858504

Structure

18 28 38
MKWVTFISLL LLFSSAYSRG VFRRDTHKSE

48 58 68 78 28 g8
IAHRFEKDLGE EHFKGLVLIA FSQYLQQCPF DEHVKLVNEL TEFAKTCVAD ESHAGCEKSL

190
HTLFGDELCK

118
VASLRETYGD

Family & Domains 120 130 149 150 40 170 180 190 200 210 220
MADCCEKQEP ERNECFLSRK DDSPDLPKLK PDPNTLCDEF KADEKKFWGK YLYEIARRWP YFYAPELLYY ANKYNGVFQE CCQAEDKGAC LLPKIETHRE KVLASSARQR

|Sequence
- - e “

238 248 258 2668 270 288 298 308 3l@ 328 336
Similar Proteins LRCASIQKFG ERALKAWSVA RLSQKFPKAE FVEVTELVTD LTKVHKECCH GDLLECADDR ADLAKYICDN QDTISSKLKE CCDKPLLEKS HCIAEVEKDA IPENLPPLTA

348 350 368 37e 380 398 488 418 428 438 448
DFAEDKDVCK NYQEAKDAFL GSFLYEYSRR HPEYAVSVLL RLAKEYEATL EECCAKDDPH ACYSTVFDKL KHLVDEPQNL IKQNCDQFEK LGEYGFQNAL IVRYTRKVPQ

Figura 22. Secventa de aminoacizi a albuminei bovine in baza de date UNIPROT

b). Comparati secventa albuminei bovine cu cea a albuminei umane. Realizati alinierea secventei de
aminoacizi a albuminei bovine in platforma Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) cu secvente
din baza de date a NCBI (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) (Altschul si colab., 1990). Alegeti
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alinierea secventelor de aminoacizi (Protein BLAST) (Figura 23A), partajati secventa albuminei
bovine si efectuati cdutarea (Figura 23B). Ordonati rezultatele in ordinea procentului de similaritate
(Figura 24A). Derulati si observati ce alte specii au structura primara a albuminei apropiatd de cea
bovind. Cautati printre rezultate albumina umana, utilizdnd optiunea de a filtra rezultatelor (Figura
24B). Notati procentul de similaritate (Per ident) dintre secventa introdusa si albumina umana (Homo

sapiens).

> © & blastnchinim.nihgov/Blast.cgi

BE= fn official websile of the United States government Here's how yeu knovw v

of Medicine

BLAST ®

Log in

Home RecentResults Saved Strategies Help.

&% Check out the ClusteredNR database on BLAST+ | Learnmore ] [ Give us feedback

Basic Local Alignment Search Tool

ClusteredNR database on BLAST+

5 . N

BLAST finds regions of between quences. The E  The ClusteredNR database is now available for BLAST+

program ide or protein o w

databases and calculates the statistical significance. Learn more S| Thu, 24 Aug 2023 Bl More BLAST news...

A.

& C # blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi?PAGE=Proteins&PROGRAM=blastp&PAGE_TYPE=BlastSearch&BLAST_SPEC=

aE IEUR UUL LHE CIUSLIEICUNR Udldud>E VIl DLAS 1T l Learn more I l =IVE US TEEODACK

viastn [ blasix {blastn tblastx

Standard Protein BLAST

Enter Query Sequence

BLASTP programs search protein databases using a protein query. more...

Enter accession number(s), gi(s). or FASTA sequence(s) © Clear Query subrange @
MKWVTFISLLLLFSSAYSRGVFRRDTHKSEIAHRFKDLGEEHFKGLVLIAFSQ  ~ F
YLQQCPFDEHVKLVNELTEFAKTCVADESHAGCEKSLHTLFGDELCKVASLR rom l:l
ETYGDMADCCEKQEPERNECFLSHKDDSPDLPKLKPDPNTLCDEFKADEK  ~
KFWGKYLYEIARRHPYFYAPELLYYANKYNGVFQECCQAEDKGACLLPKIET | To
Choose File |No file chosen 6
Job Title ‘ |
Enter a descriptive title for your BLAST search (2]

[ Align two or more sequences @

Choose Search Set

Try experimental clustered nr database
Databases @ standard databases (nr etc.): WO Experimental databases Ty exp Q
For more info see What is clustered nr?
Compare [ setect to compare standard and experimental database @
Standard

Database | Non-redundant protein sequences (nr) v @

Organism

optare \ | exciuce

Enter organism common name, binomial, or tax id. Only 20 top taxa will be shown e
Exclude [ Models (XMIXP)D Non-redundant RefSeq proteins (WP) [ uncutturedienvironmental sample sequences
Optional

Program Selection

Algorithm O Quick BLASTP (Accelerated protein-protein BLAST)

© blastp (protein-protein BLAST)
(O PSI-BLAST (Position-Specific lterated BLAST)
() PHI-BLAST (Pattern Hit Initiated BLAST)

O DELTA-BLAST (Domain Enhanced Lookup Time Accelerated BLAST)

Choose a BLAST algorithm 9

B D Show results in a new window
.

m Search database nr using Blastp (protein-protein BLAST)

Figura 23. Alinierea secventelor de aminoacizi in platforma BLAST. A. Accesarea optiunii Protein BLAST.
B. Introducerea secventei FASTA si selectarea parametrilor.
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Figura 24. Sortarea (A) si filtrarea (B) rezultatelor in platforma BLAST.

Este posibil ca nicio secventd a albuminei umane sa nu fie printre rezultatele obtinute la alinierea n
platforma BLAST. Cum explicati acest lucru? In aceastd situatie, reveniti la alinierea BLAST si
introduceti secventa albuminei bovine. Cautati in UNIPROT secventa albuminei umane si comparati
cele doud secvente prin Protein BLAST (Figura 25).

BLASTP programs search protein subjects |
Enter Query Sequence

Enter accession number(s), gi(s), or FASTA sequence(s) @ clear

MKWVTFISLLLLFSSAYSRGVFRRDOTHKSEIAHRFKDLGEEHFKGLVLIAFSQ@
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R
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Fom [ ]
To

Or, upload file

isiiag: title for your BLAST search @
Align two or more sequences 0

Enter Subject Sequence
Enter accession number(s), gi(s), or FASTA sequence(s) 9

MEKWVTFISLLFLFSSAY SRGVFRROAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQ =
YLQQCPFEDHVKLVNEVTEFAKTCVADESAENCDKSLHTLFGDKLCTVATLR
ETYGEMADCCAKQEPERNECFLQHKDDNPNLPRLVRPEVDVMCTAFHDNE +
ETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKRYKAAFTECCQAADKAACLLPKLDE

5|mjectsub|angee
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Clear

Or, upload file Choose File

No file chosen e
Program Selection

Algorithm (O] blastp (protein-protein BLAST)
Choose a BLAST algorithm @

Search protein sequence using Blastp (protein-protein BLAST)

BLAST
[_] show results in a new window
<= Algorithm parameters

Figura 25. Model de setare a parametrilor in platforma BLAST pentru alinierea a doud sau mai multe
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Notati procentul de similaritate obtinut. Deschideti fereastra Alignments si observati diferentele.
Deduceti ce reprezintd alinierea secventelor de aminoacizi si ce semnificatie are aceasta procedura de
aranjare. Pentru ce alt tip de secvente este utilizat acest instrument bioinformatic si ce aplicatii are?
¢) Predictia epitopilor: legarea peptidelor la MHC. Efectuati un screening pentru a determina
probabilitatea prezentei epitopilor ce ar putea fi recunoscuti de receptorii limfocitelor T. Utilizand
platforma SYFPEITHI (http://www.syfpeithi.de/0-Home.htm) (Rammensee si colab., 1999),
selectati, copiati si partajati o secventa de 100 de aminoacizi ai albuminei bovine 1n sectiunea Epitope
prediction —bifati alela HLA-DRBI1*0701, care este prezenta in toate populatiile, si optiunea all mers,
pentru a testa toate variantele de oligomeri (Figura 26). Notati secventa cu scor maxim. Din cati
aminoacizi este alcatuitd? Care este scorul obtinut pentru acest epitop?

&« C A Notsecure | syfpeithi.de/bin/MHCServer.dll/EpitopePrediction.htm
= <
§ * MHC | & Il Monomers f
3 f Broad Allele Coverage, Ready-to-Use & Peptide-Receptive  [[TIMUDEX
] “ ~ & PREGISION IMMLUNE MONITORING
H 4 [
g

Epitope prediction

This page allows you to find out the ligation strength to a defined HLA type for a sequence of aminoacids. The algorithmus used are based on the book "MHC Ligands and Peptide Motifs™ by |
J.Bachmann and S.5tevanovic. The probability of being processed and presented is given in order to predict T-cell epitopes

1. Select MHC type 2. Choose a mer

If you chose “all”, max. sequence length is 100 aminoacids (letters)!

HLA-DRE1*0401 (DR4Dw4) = octamers (8 aa)

HLA-DRB1*0701 nonamers (9 aa)

HLA-DRE1*1101 decamers (10 aa)

HLA-DRB1*1501 {(DR2b) endecamers {11 aa)

RT1.Al 15 - mers (15 aa) for MHC Type [l only
Hoid down ctrl key when clicking all mers $
1o select multiple items

3. Paste your sequence here: 4. Choose Run to start analysis
Max. input 2048 aminoacids (letters)!

Letters only, no numbers or non-ASCll-symbols please

You may use 'SYFPEITHI" with H2-Kd to se= an example

MEKWVTFISLLLLFSSAYSRGYVFRRDTHKSEIAHRFKDLGEEHFKGLVLIAFS | Run | | Reset ‘ | Home ‘

2

Figura 26. Predictia epitopilor ce pot activa limfocitele T in platforma SYFPEITHI.

d) Predictia potentialului alergen. Efectuati screeningul moleculelor de albumind bovina si umana in
platforma AlgPred 2.0 (https://webs.iiitd.edu.in/raghava/algpred2/) (Saha si colab., 2006; Sharma si
colab., 2021). Accesati sectiunea Prediction si introduceti intreaga secventd de aminoacizi a

albuminei bovine (secventa fasta cu simbolul > si denumirea inainte), dupa modelul furnizat in Figura
27. Notati: potentialul alergen si scorul obtinut, verificind disponibilitatea algoritmilor multipli.
Repetati screeningul pentru secventa albuminei umane, notati si comparati rezultatele obtinute.
Realizati cartarea epitopilor compatibili cu IgE pentru ambele molecule. Interpretati rezultatele
obtinute si semnificatia numarului de epitopi IgE pentru fiecare dintre cele doud proteine.

e) Predictia antigenitatii. Efectuati un screening pentru intreaga secventa de aminoacizi a albuminei
bovine in platforma SVMTrip (http:/sysbio.unl.edu/SVMTriP/) (Figura 28) sau EMBOSS
(https://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/emboss/antigenic). Veti primi rezultatul prin e-mail. Cate

regiuni antigenice ati detectat? Cate sunt recomandate pentru a fi investigate pentru cercetarea si
dezvoltarea unui vaccin? Care a fost scorul maxim obtinut si pentru ce fragment?
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6. Alegeti o altd proteind terapeutica, fie de origine virala, bacteriana, umana recombinata sau
oricare alta, mentionati aplicatiile biofarmaceutice ale acesteia si repetati pasii de la punctele 5Sa-e
(pentru punctul 5b comparati secventa proteinei alese cu cea a moleculei native umane doar dacd nu
ati ales-o chiar pe cea umana).

€ C & websiiitd eduin/raghava/algpred2/batch html

AW ’.o Home Predi j IgE epitop i Motif Scan  BLAST Search

Prediction of Allergens

This page allows users to submit multiple sequences in FASTA format, server will predict allergenic and non allergenic protein from their primary sequer

models like Random Forest based on amino-acid composition and hybrid approach (RF+BLAST+MERCI) have been implemented in this page. User

models for prediction, by default it will use hybrid or ensemble approach (best as per our evaluations). For mare information see help page

Job/Sequence Name: [optional] JobS

Paste protein sequences (Fasta format): Example Input Sequences
> |-bovineatbumin
'\H{TFLILALLAIVATTATTAVIWF’VI’QI‘QI’QNI’SQI‘GI’QFEQVI’LVQQQQFI’GQQQQFI’PQQF’YF’QF’QI’FF’SQQPYLQLQPFF’
QPQPFPPQLPYPQPPPFSPQQPYPQPOPQYPQPQQPISQQQAQQQQQQQ00000000QQQILPQILQQQLIPCRDVLY -,

Or upload protein sequence file in fasta format: | Choose File | No file chosen
Select Machine Learning Techique used for developing model
AAC based RF @ Hybrid (RF+BLAST+MERCI)

Select the Threshold value: 0.3 «

Enter email address[optional]:

(Enter email if you want to receive your result via email)

Reset or clear form Subrr

Figura 27. Model de initiere a predictiei potentialului alergen pentru albumina in platforma AlgPred 2.0

t secure | sysbio.unl.edu/SVYMTiiP/prediction.php

Introduction Online Prediction Download

Online Prediction Tool (Updated by July 03, 2014)

Currently, the server is very busy, and the computing time for one prot
have 100 structures, it might take more than one week to get results. A
becuase the server will delete job from the queues if those jobs stay in
Therefore, please submit one or couple sequences each time, wait unt
sequences.

Name: farkasanca (optional)
QOrganization: Babes-Bolyai University (optional)
Email: ancuta.farkas@ubbcluj.ro (optional)

nput your protein sequence below (fasta format or plain text)
=bovinealbumin
MKWV TFISLLLLFSSAY SRGYFRRDTHKSEIAHRFKDLGEEHFKGLYLIAFSQYLQQCPFDEH
\VKLVNELTEFAKTCVADESHAGCEKSLHTLFGDELCKVASLRETYGDMADCCEKQEPERNEC
FLSHDDSPDLPKLKPDPNTLCDEFKADEKKFWGKYLYEIARRHPYFYAPELLYYANKYNGVFQ
ECCQAEDKGACLLPKIETMREKVLASSARQRLRCASIQKF GERALKAWSVARLSQKFPKAEF

\VEVTKLVTDLTKVHKECCHGDLLECADDRADLAKYICDNQDTISSKLKECCDKPLLEKSHCIAE
\VEKDAIPENLPPLTADFAEDKDVCKNY QEAKDAFLGSFLYEYSRRHPEYAVSVLLRLAKEYEAT)
LEECCAKDDPHACYSTVFDKLKHLVDEPQNLIKONCDQFEKLGEYGFQNALIVRY TRKVPQV

STPTLVEVSRSLGKVGTRCCTKPESERMPCTEDYLSLILNRLCVLHEKTPVSEKVTKCCTESL

\VNRRPCFSALTPDETYVPKAFDEKLFTFHADICTLPDTEKQIKKQTALVELLKHKPKATEEQLK Please subm
TVMENFVAFVDKCCAADDKEACFAVEGPKLVVSTQTALA If multiple prc

Sample

GVDSWTAVI
FYYHPLALIS

Epitope Length:

Notice: rece

G normal jobs
Fh o didn't receiv
EE I ’
L - ) ) ) - with email ¢
Please input the correct four-letter word shown in figure_ It is case insensitivity

System Biclogy Laboralory Of Chi Zhang
— e CenierforPlant lnnovation

Figura 28. Model de initiere a predictiei antigenitatii pentru albumina in platforma SVMTriP
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Validarea in industria farmaceutica

Activitati si competente:

- Validarea in industria farmaceutica. Reglementari. Ghidurile de bune practici
- Validarea de proces. Calificarea. Atribute critice de calitate si parametri critici
- Validarea sistemelor aditionale

- Validarea metodei de Incercare. Parametri de performanta

Principiul lucrarii

Validarea reprezinta confirmarea prin examinare si furnizarea de dovezi obiective ca sunt
indeplinite cerintele pentru utilizarea intentionata. In industria farmaceuticd, conceptul de validare se
aplicd 1n trei mari directii: validarea metodei de incercare, validarea procesului si validarea sistemelor
si procedurilor aditionale.

Validarea in industria farmaceuticia. Ghidurile de bune practici

Din punct de vedere istoric, conceperea si implementarea unor seturi de reglementari,
instituirea de organizatii, standardizarea de metode si armonizarea internationald in ceea ce priveste
industria farmaceuticd au ca obiectiv siguranta pacientilor. Din pacate, inifierea demersurilor a fost
motivata de tragedii care au impus o schimbare a vechilor paradigme. Originile validarii in industria
farmaceutica sunt plasate la inceputul anilor 1970, legat de un incident din Devonport, Anglia. Un lot
de flacoane cu solutie de dextroza nu a fost sterilizat corect, iar functionarea defectuoasa a
autoclavului nu a fost detectata. In urma administrarii solutiei contaminate, cinci pacienti au decedat.
Primul ,,Orange Guide” din Marea Britanie, intitulat ,,Guide to Good Pharmaceutical Manufacturing
Practice” (GMP), publicat in 1971, continea primele regului de buna practica. Editia GMP lansata in
1983 includea conceptul de validare. Ulterior, eforturi internationale au incurajat standardizarea
reglementirilor. In SUA, reprezentantii Food and Drug Association (FDA) recunosteau ci procesele
nu erau robuste. Prezentarea ,,What we see that makes us nervous” sustinuta la o conferintd a
medicamentelor parenterale a exprimat nevoia de a imbunatati procesele de fabricatie a produselor
farmaceutice (Fry, 1982). Ghidurile GMP pentru medicamente (21 CFR Parts 210 si 211) si
dispozitive medicale (21 CFR Part 820) au fost publicate pentru prima data in 1978 si au inclus
validarea ca termen central in anul 1983 (Margetts si Lundsberg-Nielsen, 2021). Versiunile actuale
ale  ghidurilor GMP sunt disponibile pe site-ul web al FDA din  SUA
(https://www.fda.gov/drugs/pharmaceutical-quality-resources/current-good-manufacturing-practice-

cgmp-regulations). Primul ghid GMP european a fost publicat in anul 1989, iar reglementarile actuale

sunt  disponibile pe site-ul EMA  (https://www.ema.europa.eu/en/human-regulatory-

overview/research-development/compliance-research-development/good-manufacturing-practice).

EMA a adoptat recomandarile ghidurilor de calitate ale International Council for Harmonisation of
Technical Requirements for Pharmaceuticals for Human Use (ICH)

(https://www.ich.org/page/quality-guidelines) privind procedurile de testare si criteriile de acceptare
pentru noii produsi farmaceutici. Atunci cand o specificatie este propusa pentru prima data, trebuie
prezentata o justificare pentru fiecare procedura si trebuie inclus fiecare criteriu de acceptare, luandu-

69



Anca Farkas

se in considerare un interval rezonabil de variabilitate analitica si de productie asteptata. Criteriile
universale pentru testare, valabile pentru noile substante medicamentoase/produsi medicamentosi
includ descrierea calitativa, identificarea (de regula prin metode cromatografice sau spectrometrie de
masd), metodele de testare (de regula HPLC) si impuritatile. Alte teste se efectueaza dupa caz, in
functie de forma farmaceutica (tablete, pudre pentru reconstituire, produse parenterale), si vizeaza
caracteristici precum: proprietati fizico-chimice, pH, osmolaritate, dimensiunea particulelor, forme
polimorfe, substante chirale, continutul de apa, alcool, substante extractibile, proprietati reologice,
uniformitatea dozelor, friabilitate, dezintegrare, solubilitate, limitele incarcaturii microbiene si
germenii testati, conform farmacopeei, sterilitate, endotoxine/pirogene, continutul de conservant
antimicrobian sau antioxidant etc. Aceste specificatii se aplicd substantelor chimice (ICH, 2000).
Pentru produsele biologice si biotehnologice, specificatiile trebuie sa includa testarea activitatii
biologice, proprietatile imunochimice, iar in cazul anticorpilor puritate, impuritati, contaminanti, si
cantitatea substantei biologice (ICH, 1999). In momentul in care cererea de autorizare este depusi
autoritatilor de reglementare, solicitantii trebuie sa fi validat in prealabil procedurile analitice utilizate
in specificatii, in conformitate cu ghidurile tripartite armonizate ale ICH, adoptate in UE, Japonia si
SUA (ICH, 2023).

Analog implementarii reglementarilor GMP in validarea de proces, validarea metodelor de
incercare respecta criteriile de buna practica in laborator. Originile regulilor de buna practica in
laborator, Good Laboratory Practice (GLP) sunt plasate tot in anii 1970, cand au fost sesizate primele
ingrijorari cu privire la calitatea si fiabilitatea rezultatelor laboratoarelor. Primul set de principii GLP
a fost emis de catre Organization for Economic Cooperation and Development (OECD), in anul 1976.
Principiile GLP definesc un set de reguli si criterii pentru un sistem de calitate, care se referd la
procesul organizational si conditiile in care sunt planificate, efectuate, monitorizate, inregistrate,
raportate si arhivate studiile non-clinice de sanatate si sigurantd a mediului (Directivele UE 9/2004 si
10/2004). Elementele cheie vizeaza:

a. Procedurile standard de operare (Standard Operating Procedure, SOP): Laboratoarele care adera
la GLP trebuie sd stabileascd si s documenteze SOP detaliate pentru fiecare aspect critic al
operatiunilor lor, cum ar fi protocoalele de lucru, calibrarea instrumentelor si inregistrarea datelor;

b. Instalatiile si echipamentele: Laboratoarele trebuie sa mentina adecvat instalatiile, echipamentele
si instrumentele, pentru a efectua studii in mod eficient si pentru a minimiza riscurile de contaminare
sau de contaminare incrucisata;

c. Personalul: Personalul calificat si instruit joaca un rol vital in conformitatea cu GLP.
Laboratoarele trebuie sa se asigure cd membrii personalului posedd expertiza necesard, primesc
instruire adecvata si urmeaza procedurile stabilite cu meticulozitate;

d. Conduita studiului: Studiile trebuie concepute corespunzaitor, incluzand controale adecvate,
manipularea probelor, dozarea, colectarea datelor si analiza statisticd. Documentarea tuturor
procedurilor si observatiilor este esentiala;

e. Asigurarea calitatii: O unitate independenta de asigurare a calitatii este mandatata sd monitorizeze
si sa auditeze toate aspectele conformitatii cu GLP in cadrul laboratorului, ceea ce asigura ca studiile
sunt efectuate conform instructiunilor prescrise, iar datele generate sunt exacte si de incredere.

Implementarea reglementarilor GLP serveste mai multor scopuri cruciale, in ceea ce priveste:

a. Calitatea datelor: Orientarile GLP promoveaza generarea de date de 1nalta calitate, precise, fiabile
si reproductibile, ceea ce asigura validitatea stiintificd si sporeste credibilitatea studiilor de cercetare;
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b. Protectia sanatatii umane si a mediului: Reglementarile GLP urmaresc in primul rand evaluarea
sigurantei substantelor si a produselor chimice, laboratoarele contribuind la identificarea riscurilor
potentiale si la prevenirea daunelor aduse sanatatii umane si mediului;

c. Armonizare internationala: Facilitarea armonizarii globale a cerintelor privind datele de siguranta
minimizeaza barierele comerciale, reduce dublarea eforturilor si promoveaza schimbul eficient de
informatii intre tari;

d. Conformitatea cu reglementdrile: Reprezinta adesea o conditie prealabild pentru cererile de
autorizare a noilor medicamente sau inregistrarea de noi produse, iar aderarea la GLP asigurd ca
studiile indeplinesc standardele necesare, crescand probabilitatea aprobarilor;

e. Increderea publicului: Prin stabilirea unor practici de cercetare transparente si de incredere, GLP
incurajeaza increderea publicului in industria stiintelor vietii, in siguranta si eficacitatea produselor,
cu beneficii atat pentru partile interesate din industrie, cat si pentru publicul larg (della Veneria, 2023).

In prezent, principiile GMP, GLP si validarii sunt adoptate de autorititile ce reglementeaza
industria medicamentului in intreaga lume, si cuprind o gama largd de principii si componente
concepute pentru a asigura conformitatea, calitatea si siguranta produsului, rigoarea stiintifica,
trasabilitatea si integritatea datelor. O serie de ghiduri n vigoare oferd suport pentru implementarea
principiilor validarii (EMEA 192217/2009, EMA 70278-1/2016) sau din SUA (FDA, 2011; 2015)

Utilitatea validarii se dovedeste indiscutabil si dincolo de asigurarea conformitatii. Accentul
pus pe conformitate a redus vizibilitatea celorlalte avantaje generate de un program de validare solid.
Activitdti de validare si asemanatoare validarii, reglementate si nereglementate, se regdsesc intr-un
numar de industrii. Domeniul bancar, aviatia, industria software, microelectronica, energia nucleara,
apa potabila printre altele, toate Incorporeaza practici care seamand foarte mult cu validarea din
industria farmaceutica. Similar validarii, analiza riscurilor si punctele critice de control (Hazard
Analysis and Critical Control Points sau HACCP) este o abordare preventiva sistematica a sigurantei
alimentelor impotriva pericolelor biologice, chimice si fizice, care ar putea determina ca produsul
finit sa nu fie sigur pentru consumator. Conceptul HACCP implica tot lantual alimentar, de la materia
prima, productie si distributie, pana la consum. Totodata, abordarea bazata pe identificarea riscurilor
asociate punctelor critice proiecteaza masuri pentru a reduce aceste riscuri la un nivel sigur. Nu este
deloc surprinzator faptul ca astfel de activitati de verificare pentru produse, procese si sisteme au
utilitate si in alte domenii, in afara industriei farmaceutice.

Validarea este un program definit care, Tn combinatie cu metode de productie de rutina si
tehnici de control al calitatii, oferd o asigurare documentatd ca un sistem functioneaza conform
intentiei si/sau cd un produs este conform cu specificatiile sale predeterminate si atributele de calitate.
Validarea reprezintd confirmarea prin examinare si furnizarea de dovezi obiective ca sunt indeplinite
cerintele pentru utilizarea intentionata. Motivatia principald de a urma liniile directoare 1n validarea
farmaceuticd este aceea cd este cea mai cunoscutd metodd de a asigura o calitate constantd a
produsului si, prin urmare, siguranta consumatorilor, atunci cand verificarea directd nu este posibila.
Abordarea din perspectiva validarii urmeaza un plan prestabilit, bazat pe preventie si corectare a
erorilor: se stabilesc specificatiile produsului, se realizeaza studiile/testele, se evalueaza rezultatele si
se iau masuri corective acolo unde este cazul. In industria farmaceutici, cele trei componente majore
ale validarii sunt:

1. Validarea procesului: procesul de fabricatie asigurd producerea in mod constant a unui
produs ce indeplineste criterii de calitate conform unor specificatii predeterminate;
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2. Validarea sistemelor si procedurilor aditionale: sistemele si procedurile ce sustin procesul
tehnologic functioneaza la parametrii specificati (calitatea sursei de apa, a aerului, curatenia etc.);

3. Validarea metodei de incercare: procesul prin care laboratorul verificd dacd metoda este
adecvata scopului in care va fi utilizata si este aplicata corect, furnizand rezultate fiabile.

1. Validarea procesului se refera la stabilirea dovezilor documentate care oferd un grad inalt
de asigurare cd un anumit proces va produce in mod constant un produs care indeplineste specificatiile
predeterminate si atributele de calitate. Conform reglementarilor in vigoare, validarea de proces
constd intr-o suitd de etape, concepute si derulate intr-o abordare bazata pe riscuri: designul
procesului, calificarea si validarea procesului si a echipamentelor si verificarea continud a acestora
(Tabelul 4).

Tabelul 4. Etapele validarii de proces conform reglementarilor din SUA si UE

Etapa SUA UE
A. Designul procesului Dezvoltarea farmaceutica sau designul procesului
B. Calificarea procesului Calificarea si validarea

Calificarea echipamentelor
Calificarea instalarii

B.1 Calificarea echipamentelor si a utilitatilor ) i .
Calificarea operationala
Calificarea performantelor
B.2 Calificarea performantelor procesului Validarea procesului: traditional, continuu, hibrid
C Verificarea continua a procesului Verificarea procesului in derulare

1.A. Dezvoltarea farmaceutica sau designul procesului (Design Qualification, DQ), se refera
la validarea infrastructurii. Proiectarea, constructia si punerea in functiune a unei noi fabrici, sectii
sau instalatii pentru industria farmaceutica este un proces complex, interdisciplinar, care implica
ingineria, tehnologia si controlul calitdtii. Proiectarea procesului poate trece printr-o serie de faze
diferite, de la concepere si studiu de fezabilitate, pana la proiectarea finala detaliatd a constructiilor,
punerea in functiune si activitatile finale de validare a sitului. Fiecare sit de productie detine un plan
general de validare, iar accentul este pus pe respectarea normelor GMP pentru asigurarea calitatii
produsului. Designul procesului implicd totodata o listd detaliatd a utilitatilor si echipamentelor, cu
specificatiile tehnice de rigoare, si un plan de achizitii. De altfel, planificarea este foarte importanta
in industria farmaceutica si toate activitatile trebuie sa respecte cu strictete un calendar prestabilit.

1.B. Activitatile de calificare sunt separate Tn doua mari categorii: calificarea echipamentelor
si validarea proceselor. Calificarea echipamentelor, subdivizata in calificarea la instalare (Installation
Qualification, 1Q), operationala (Operational Qualification, OQ) si a performantelor (Performance
Qualification, PQ), este axata pe echipamentul de prelucrare a produsului. in prima etapa predomina
un exercitiu de documentare, in care detaliile componentelor fizice ale sistemului sunt Inregistrate ca
definitie a echipamentului, apoi sunt stabilite si verificate capacitatile operationale ale echipamentului
si utilitatilor, iar testarea performantelor tuturor sistemelor implicate, care sunt utilizate pe intervale
extinse de timp, se aplica cu o frecventd periodica. Validarea procesului confirmd acceptabilitatea
produsului fabricat prin intermediul echipamentului si se bazeazd in mare masurd pe rezultatele
testelor fizice, chimice si microbiologice ale probelor.
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Spre exemplu, o unitate de productie ce implica sisteme de umplere aseptica poate identifica
echipamente ce necesita calificare: autoclav, unitati de spalare si sterilizare a dopurilor, a flacoanelor,
a tavilor, etuva, sticlarie, tunel de sterilizare cu aer cald, unitate de umplere si inchidere cu dopuri,
unitate de liofilizare, linie de inspectie, etichetare, ambalare primara. Dupa identificarea sistemelor
care urmeaza a fi calificate, se elaboreaza un plan de calificare, iar protocolul va contine urmétoarele:

e O definitie clara a scopului

e Un plan de executie

e Cine va executa calificarea

e Cum se va desfasura calificarea

e Ce proceduri sunt necesare

e Criterii de acceptare

e Metode definite pentru inregistrarea rezultatelor
e O evaluare finald a acceptarii

e Mijloace de certificare a calificarii

Prin urmare, nu doar identificarea echipamentelor este necesara, ci si elaborarea unui plan de
activitati de calificare si validare ce implica fiecare sistem in parte, dar si a unui set de proceduri
standard, destinate fiecarui echipament: SOP pentru operare, SOP pentru trainingul personalului, SOP
pentru pentru curatare si SOP pentru intretinere. Se concep instructiunile de lucru in raport cu
operatiunile care se vor executa si adapate fiecarui produs. Este de asemenea necesara validarea
sistemelor informatice (Computer System Validation, CSV), intrucat acestea sunt parte integranta din
proces. Nivelul de validare necesar este prestabilit si documentat, iar Tn acest scop matricile de
trasabilitate sunt foarte utile. Un astfel de exemplu al unei matrici de validare pentru echipamentele
dintr-o unitate de umplere aseptica este ilustrat in Tabelul 5 (Adamson, 2008). Trebuie mentionat ca
acest exemplu prevede CSV pentru echipamentele conectate la calculator la timpul respectiv.
Industria farmaceutica a evoluat imens odatd cu revolutia tehnologiei, iar din perspectiva validarii
probabil cd CSV a facut cele mai mari progrese. Sistemele informatice au fost introduse in toate
compartimentele de cercetare si productie, un salt imens reprezentand trecerea de la validarea
manuala la cea digitald. Prin urmare, CSV este esentiala pentru a asigura cid toate sistemele
informatice utilizate in procesele farmaceutice sunt fiabile, precise si conforme cu standardele in
vigoare. In perspectiva, algoritmii de invitare automati, inteligenta artificiala si solutiile bazate pe
cloud vor imbunatati conformitatea, eficienta, gestionarea riscurilor si costurile legate de validare.

1.C. Verificarea procesului in derulare. Intrebarea frecventd este ,,Cand este finalizatd
calificarea/validarea?” Procesul nu este finit, ci este un exercitiu in curs de desfasurare, deoarece
instalatiile, serviciile, echipamentele si procesele sale trebuie sa fie intotdeauna Intr-o stare de validare
pentru a se conforma cu cerintele de reglementare. Controlul schimbarilor se aplicd nu numai
proceselor de productie in curs, ci si pe intregul proiect. Domeniul de aplicare si amploarea verificarii
continue a procesului sunt influentate de o serie de factori, printre care:

¢ Cunostinte anterioare de dezvoltare si fabricatie din produse si/sau procese similare;

¢ Gradul de intelegere a procesului dobandit din studii de dezvoltare si experienta de productie;
e Complexitatea produsului si/sau a procesului de fabricatie;

¢ Nivelul de automatizare a proceselor si tehnologiile analitice utilizate;

e Pentru produsele vechi, cu referire la ciclul de viatd al produsului, robustetea procesului si

istoricul de la fabricatie la punctul de comercializare, dupa caz.
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Tabelul 5. Extras dintr-o matrice de validare pentru echipamentele dintr-o unitate de umplere aseptica (dupa
Adamson, 2008).

3 o = = )
Echipament -'% ‘é‘ i 4 g § =4 .4_5 8 g E :E £ &
“127 |°% %] |8|5|5|3

- o2 )
Spalator flacoane v v v v v v v v v
Spalator dopuri v v v v v v v v v v
Flacoane v v v v v v v
Filtre v v v v v v v v v
Unitate umplere v v v v v v v v v v
Cuptor depirogenare v v v v v v v v v v v
Imprimanta etichete v v v v v v v v v v v
Sistem apa injectabile v v v v v v v v v v v
Generator abur v v v v v v v v v v
Omogenizator v v 4 4 v 4 v v v v
Unitate liofilizare v v v v v v v v v v v
Unitate umplere v v 4 4 v 4 4 v v v v
Unitate inchidere dopuri v v v v v v v v v v
Unitate umplere tuburi v v v v v v v v v v
Inspectie flacoane v v v v v v v v v v
Spélator echipament
Balanta v v v v v v v v v
pH-metru v v v v v v v v v

Atribute critice de calitate si parametri critici. Validarea procesului tehnologic urmareste
stabilirea parametrilor operationali astfel incat calitatea seriilor/loturilor fabricate sa fie constanta si
corespunzdtoare standardului de fabricatie a produsului finit. Validarea procesului tehnologic
debuteaza cu identificarea atributelor de calitate ale produsului. Un atribut critic de calitate reprezinta
o proprietate sau caracteristicd fizica, chimicd, biologicd sau microbiologica care ar trebui sa se
incadreze intr-o limitd, un interval sau o distributie corespunzatoare pentru a asigura calitatea doritd
a produsului. Pentru fiecare atribut critic de calitate se identifica cel putin un parametru critic,
stabilindu-se metodele de analizad si valorile limita acceptate. Un parametru critic reprezintd acel
parametru de proces a cdrui variabilitate are un impact asupra unui atribut critic de calitate si, prin
urmare, ar trebui monitorizat sau controlat pentru a se asigura cd procesul produce calitatea dorita.
Protocolul de validare specificd: parametri de monitorizat pe flux, parametri critici si limitele
acestora, formule de calcul a randamentului si responsabilitatile compartimentelor.

Validarea procesului este in stransa legatura cu validarea sistemelor si proceselor aditionale,
dar si cu validarea metodelor de incercare. Parametrii critici identificati necesita verificare prin testare
si valori limitd pentru acceptare. Validarea include o justificare a metodelor de testare alese,
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demonstrand ca Incercarile sunt adecvate scopului propus si stabileste criterii de performantd pentru
metodele de Incercare. Exista patru tipuri de abordari ale testdrii produsului in procesele industriale:

o [nline: Produsul este analizat in timp real, direct in timpul procesului de productie. Dispozitivele
inline sunt integrate direct in fluxul de proces si efectueaza masuratori continue fara a intrerupe fluxul.
Acest lucru ofera avantajul feedback-ului instantaneu si capacitatea de a ajusta rapid procesul daca
sunt detectate abateri;

e Online: Similar monitorizarii inline, esantionarea si analiza online au loc in timp ce procesul
ruleaza, dar probele sunt de obicei prelevate din fluxul procesului si transportate la un analizor situat
in imediata apropiere. Analizele online pot fi efectuate continuu sau la intervale stabilite;

e Atline: Se refera la situatiile In care probele sunt prelevate din proces si testate la un analizor
care nu este situat direct la procesor, dar este in apropiere (de exemplu, intr-un laborator din cadrul
unitdtii de productie). Analizele atline sunt de obicei efectuate la intervale regulate si nu continuu.

e Offline: Implica prelevarea de probe din proces si transportarea acestora la un laborator aflat la
distanta, unde sunt analizate. Acest lucru poate dura ceva timp si, prin urmare, rezultatele nu sunt
disponibile imediat pentru a influenta procesul. Cu toate acestea, analizele offline pot oferi adesea
mai multe detalii si acuratete.

Validarea nu este doar un proces intern al producatorului, ci o cerintd a autoritatilor, iar
documentatia intocmita conform reglementarilor in vigoare se depune in vederea obtinerii autorizatiei
de comercializare a medicamentelor. Conform ghidului privind validarea procesului pentru produsele
finite al EMA, schema de verificare continud a procesului trebuie sa fie prezentd in dosarul
autorizatiei de introducere pe piata si ar trebui sa includa, dupa caz, urmatoarele informatii privind
monitorizarea propusa:

e Detalii privind monitorizarea on-line/in-line/at-line, inclusiv parametrii testati, numarul de
probe, dimensiunea probelor si frecventa monitorizarii;

e Detalii despre metode analitice;

o Criterii de acceptare;

e Informatii si date, inclusiv, dupa caz, despre modele statistice sau instrumente utilizate pentru a
determina dacd datele de verificare continud sustin capacitatea procesului si a controalelor de a
produce un produs reproductibil la scard comerciala;

e Daci a fost dezvoltat un design de proces, modul in care monitorizarea propusa va contribui la
verificarea spatiului proiectat (EMA/CHMP/CVMP/QWP/749073/2016).

2. Validarea sistemelor si procedurilor aditionale. Utilitatile din unitatile de productie
farmaceutica includ gaze (aer comprimat, azot, oxigen si dioxid de carbon), lichide (apa de proces si
solventi), abur (proces si curdtare), sisteme de vacuum, instalatii electrice si canalizare (proces si
identice sau similare. O serie de studii de impact sunt necesare pentru a a determina ce tipuri de
utilitati sunt critice pentru proces, care sunt marginale si care sunt in afara domeniului de calificare.
Utilitatile utilizate in productie, indiferent de tipul produsului (medicamente finite, ingrediente active
farmaceutic, produse biologice, solide, lichide, creme, unguente sau produse sterile), sunt analizate
din perspectiva critica. Raspunsurile la un set de intrebari pot stabili dacd aceste utilitdti necesita
validare sau doar punere in functiune:

- Este utilitatea implicata in activitdti reglementate GMP?
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- Au utilitatea sau produsul ei contact direct cu produsul sau cu ambalajul primar?

- Produsul direct al utilitatii este utilizat in imediata vecinatate a produsului expus?

- Sunt utilitatea sau produsul ei utilizati in etapele finale de curdtenie?

- Sunt utilitatea sau produsul ei utilizati in procese de sterilizare si igienizare?
produsului sau a parametrilor critici de proces?

Orice raspuns afirmativ indica faptul ca utilitatea necesita validare (Maynard, 2008). Procesul
de validare parcurge aceleasi etape de calificare si validare ca si in cazul validarii de proces: DQ, IQ,
0Q, PQ, CSV.

Sa consideram spre exemplu un proces de fabricatie al produselor farmaceutice sterile.
Atributele critice de calitate ale produsului finit de tipul solutie perfuzabila implica:

o Sterilitatea

e Apirogenitatea

¢ Absenta particulelor
e Natura izotonica

e Compatibilitatea

o Stabilitatea

e Siguranta

Primul atribut critic de calitate al produsului este sterilitatea. Sterilitatea poate fi definita ca
lipsa microorganismelor viabile. Pentru a asigura sterilitatea, producdtorii farmaceutici trebuie sa
utilizeze tehnici de procesare aseptica si sd utilizeze materiale sterile. Conform GMP, sunt stabilite
metode stricte de fabricatie si proceduri riguros stabilite si validate. Sterilitatea nu trebuie sa se bazeze
exclusiv pe un proces terminal sau pe un test al produsului finit. Sterilitatea este un atribut complex
ce necesita atat validare de proces cat si a metodelor de incercare si de asemenea validarea curateniei.
Cele mai mari provocari cu care se confrunta producatorii acestor forme de dozare sunt mentinerea
sterilitdtii pe parcursul productiei, distributiei si utilizarii. Produsele sterile sunt fabricate intr-un
mediu cu masuri stricte de control al curateniei, respectand principiile de proiectare a camerelor
curate, beneficiind de sisteme de control al aerului in proces, sisteme de alimentare cu aer filtrat,
procese automate robotizate pentru toate etapele. Procesarea aseptica presupune un set de proceduri
utilizate pentru a preveni contaminarea microbiana a produselor. Aceste proceduri includ sterilizarea
echipamentelor si materialelor, mentinerea curateniei in mediul de productie, prevenirea contaminarii
incrucisate si efectuarea de audituri regulate (Devulapalli, 2022). Materialele sterile sunt cele care au
fost sterilizate pentru a elimina toate microorganismele viabile, si pot include componente de
ambalare, medii de filtrare si produse finite. Identificarea surselor ce pot genera neindeplinirea
conditiilor de sterilitate:

e Facilitatile de fabricatie

o Utilitatile (apd, abur, gaze comprimate)
¢ Echipamentele

e Personalul

e Mediul din incinte

e Tratarea aerului

e Curdtarea si igienizarea
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e Calitatea materiilor prime

e Sarcina biologica de prefiltrare

¢ Metodele de sterilizare a articolelor utilizate la fabricarea produselor sterile

e Filtrarea

o Testarea sterilitatii si a endotoxinelor

e Intretinerea instalatiilor si echipamentelor

Validarea se adreseaza tuturor echipamentelor, operatiilor si utilitatilor ce pot genera

neindeplinirea conditiilor de sterilitate, dar si metodelor de Incercare. Conform standardului ISO
14644-1:2015 privind zonele curate, acestea sunt clasificate in patru clase de curatenie (A-D).
Metodele de testare a calitatii aerului se bazeazd pe numararea de particule si estimarea
aeromicroflorei. Clasificarea conform numarului de particule permis in starea de repaus si in timpul
operarii este redatd in Tabelul 6. Daca limitele maxim admise sunt depasite, se aplicd masurile
corective prevazute in SOP pentru monitorizarea claselor de curatenie si a dispozitivelor pentru aer
curat. Validarea prevede de asemenea metodele de verificare si testare a sterilitatii. Testele aplicate
in vederea testarii sterilitatii pot fi online sau atline, calitative (de tipul pozitiv/negativ) sau cantitative
(ce implica metode microbiologice de cuantificare a germenilor).

Tabelul 6. Numarul maxim admis de particule pentru fiecare clasa de curatenie

Numir maxim admis de particule/m?
Clasa Stare de repaus Stare de operare
>0,5 pm >5pum >0,5 pm >5pum
A 3.520 20 3.520 20
B 3.520 29 352.000 2.900
C 352.000 2.900 3.520.000 29.000
D 3.520.000 29.000 nedefinit nedefinit

3. Validarea metodei de incercare vizeaza fiecare test din controlul calitatii si reprezinta
procesul prin care laboratorul isi stabileste caracteristicile de perfomanta si limitele metodei si prin
care identifica factorii care influenfeaza aceste caracteristici, precum si gradul de influenta al acestor
factori. Validarea este o procedura care asigura ca o metoda de incercare este cat se poate de demna
de incredere. Acest proces de verificare a metodei consta dintr-un program de validare a metodei care
raspunde la intrebarea: ,,Cat de precisa este metoda In mainile utilizatorului final?”.

In industria farmaceutica, validarea metodelor de incercare este strans legati de validarea
procesului, intrucat parametrii critici identificafi necesita verificare prin testare. Validarea include o
justificare a metodelor de testare alese, demonstrand ca incercdrile sunt adecvate scopului propus si
stabileste criterii de performanti pentru metodele de incercare. In momentul in care cererea de
autorizare pentru un nou medicament este depusa la autoritati, dosarul include validarea procedurilor
analitice utilizate 1n specificatii, in conformitate cu ghidurile tripartite armonizate (ICH, 2023).

Similar implementarii principiilor validarii de proces in alte ramuri industriale, validarea
metodelor de incercare, consacrata in industria farmaceuticd, a fost implementata si in alte
laboratoare, devenind o cerintd esentiald a acreditarii. O serie de reglementari internationale si
nationale ghideazd compartimentele responsabile in implementarea validarii. Dintre acestea,
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standardul international ISO/IEC 17025:2017 stabileste criteriile generale pentru competenta
laboratoarelor de incercari si etalonare, iar noua serie de standarde ISO 16140 este dedicata validarii
si verificarii metodelor microbiologice, cu aplicare in lantul alimentar (ISO 16140-1:2016).

Realizarea unui protocol de validare a metodei de incercare implica instructiunile de lucru
privind operatia de validare in laborator si premisele validarii: identificarea responsabililor de
validare, definirea metodei pentru care se aplicd, mentionarea standardelor de metoda si a
documentatiei de referinta, enumerarea echipamentelor de masurare, a consumabilelor, a materialelor
de referinta certificate, precum si a conditiilor de mediu necesare realizarii incercarii. Validarea
debuteaza cu identificarea parametrilor de performantd ai metodei, care urmeaza a fi evaluati, In
functie de specificul metodei:

o Selectivitatea sau specificitatea: Reprezinta abilitatea metodei de a diferentia si masura analiti
in prezenta interferentilor ce pot sa fie prezenti in proba, oferind informatii despre soliditatea metodei;

o Stabilitatea si robustetea: Se refera la capacitatea unei metode analitice de a ramane neafectata
de variatii mici, dar deliberate ale parametrilor metodei: stabilitatea variatiei in timp a substantei
analizate din matrice, respectiv sensibilitatea unei metode analitice la variatia conditiilor
experimentale ce pot influenta rezultatul;

e Exactitatea sau acuratetea: Reprezintd eroarea sistematicd exprimatd ca diferenta dintre
valoarea medie a unui numar de determindri repetate si valoarea adevarata;

e Liniaritatea: Indicd abilitatea acesteia de a oferi rezultate proportionale concentratiei
analizantului prezent in proba, intr-un anumit domeniu;

e Precizia: Indica eroarea aleatoare si reprezinta dispersia rezultatelor fata de o valoare medie;

® Repetabilitatea: Aratd precizia intre determindri efectuate 1n cadrul aceluiasi laborator,
utilizandu-se acelasi analit si acelasi echipament;

® Reproductibilitatea: Indica precizia intre determinari, prin analiza mai multor replici, in conditii
(laboratoare) diferite;

o Incertitudinea de masurare: Este parametrul asociat rezultatului unei masurdri, care
caracterizeaza Tmprastierea valorilor ce In mod rezonabil ar putea fi atribuite masurandului.

Dupa stabilirea parametrilor de performantd ce urmeaza a fi demonstrati, protocolul de
validare descrie modalitatea executiei experimentale si stabileste criteriile de acceptabilitate 1n
conformitate cu legislatia aplicabild. Dupa executarea incercarilor, rezultatele sunt prezentate si
prelucrate, iar raportul de validare mentioneaza concluziile privind satisfacerea fiecarei cerinte si
declaratia privind validitatea metodei. O fisa de validare centralizeaza rezultatele si concluziile
obtinute la fiecare runda de validare.

Vom considera spre exemplu realizarea unui protocol de validare pentru o metoda de
incercare. Datorita aplicabilitatii largi a validarii, ne vom orienta catre apa potabild, imaginand un
protocol de validare pentru identificarea si numadrarea enterococilor. Metoda standard se bazeaza pe
filtrarea prin membrand si constd in doud etape: izolarea primard a coloniilor caracteristice prin
incubarea membranei pe mediul de cultura selectiv Slanetz Bartley agar, urmatd de confirmarea
enterococilor prin transferul membranei pe mediul de confirmare agar cu bila si esculind. Procedura
specificd a laboratorului descrie detaliat scopul metodei si aplicabilitatea acesteia, incluzand
detalierea necesarului, a pasilor de executie, a modului de interpretare a rezultatelor, a
responsabilitatilor si inregistrarilor. In exemplul de mai jos vor fi mentionate doar aspectele de
continut a protocolului de validare, detaliind aspectele legate de parametrii de performanta ai metodei.
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PROTOCOL DE VALIDARE
Identificarea si numararea enterococilor. Metoda prin filtrare pe membrana
1. Data:
2. Responsabili:

3. Metoda de analiza:
e ISO 7899-2:2000 Water quality — Detection and enumeration of intestinal enterococci.
Part 2: Membrane filtration method
e Procedura specifica a laboratorului

4. Documentatie de referinta:
¢ Instructiuni de lucru pentru validarea metodelor de incercare in laboratorul de analize
microbiologice

5. Echipamente de masura:
e Echipamente de incercare/masurare (producator, model, an de fabricatie):
- Agitator magnetic cu functie de plita
- Sistem de filtrare cu pompa vid
- Incubator/Incubatoare
- Etuva sterilizatoare
- Numarator de colonii
- Autoclav/Autoclave
- Balanta tehnica
- Hota microbiologica, clasa II de siguranta
- pH-metru
e Alte echipamente:
- Frigider pentru pastrarea probelor
- Frigider pentru pastrarea mediilor de cultura
- Frigider pentru pastrarea tulpinilor de referinta
e Sticlarie si consumabile de laborator:
- Membrane filtrante pentru analiza microbiologica, sterile, porozitate 0,45 um
- Cutii Petri cu diametrul de 60 mm de plastic, sterile
- Anse de plastic sterile
- Cilindri gradati de 100 (£0,5), 500 (+2,5) si 1000 (£5,0) ml
- Baloane cu fund plat de 500, 1000 si 6000 ml
- Vase Erlenmeyer de 300 si 2000 ml
- Flacoane gradate cu capac autoclavabil
- Eprubete cu dop autoclavabil
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e Medii de cultura si reactivi (producator, lot, data receptiei, data expirarii):
- Mediu de culturd Slanetz Bartley agar cu clorura de trifeniltetrazoliu, pulbere deshidratata
- Mediu de culturd agar cu bila si esculind, pudra deshidratata

6. Materiale de referinta:
e Tulpini de referinta certificate (producator, lot, data receptiei, data expirarii):
- tulpina Enterococcus faecalis ATCC 19433
- tulpina Escherichia coli ATCC 8739

7. Conditii de mediu:

Specifice laboratorului de microbiologie.

8. Indicatori de performanta:
8.1. Parametrul de performanta. Selectivitate/specificitate
Pentru confirmarea acestui parametru de performantd se urmareste puterea de discriminare a
mediilor de culturd Slanetz Bartley agar si agar cu bila si esculind Intre microorganismul tintd (tulpina
de referintd Enterococcus faecalis ATCC 19433) si microorganismul netinta (Escherichia coli ATCC
8739). Prin incubarea la temperatura de 37°C si respectiv 44°C, aceste medii de culturd sunt utilizate
pentru detectarea enterococilor intestinali.
Criterii de performantd: Cresterea microorganismului tintd, absenta cresterii
microorganismelor netintd si pe martorul negativ.
Experimente: Inocularea mediilor Slanetz Bartley agar si agar cu bila si esculina cu tulpinile
de referinta utilizate in laborator.
Evaluarea rezultatelor: prezenta sau absenta coloniilor tipice.
Criterii de acceptare: Enterococcus faecalis ATCC 19433 — crestere specifica; Escherichia
coli ATCC 8739 — absenta cresterii specifice; Martor negativ — absenta cresterii.

8.2. Parametrul de performanta. Stabilitate/robustete

Se urmareste sensibilitatea metodei analitice de determinare a enterococilor la variatiile
conditiilor experimentale, ce pot fi exprimate ca o lista de: materiale de analizat, substante analizate,
conditii de preparare a probelor, conditii de depozitare a mediilor, in baza carora metoda poate fi
aplicata ca atare sau cu mici modificari ce trebuiesc precizate.

Criterii de performanta: Variatia numarului de colonii dezvoltate la intervale diferite de timp.

Experimente: Se analizeazd o matrice de apa. In plici Petri cu mediul de culturd Slanetz
Bartley agar se depun membrane, prin care se filtreaza in prealabil cate 100 ml sau 10 ml din proba
de analizat si se incubeaza placile la 37°C. Rezultatele (colonii tipice) se citesc mai intai la 44 ore,
apoi la 48 ore.

Criterii de acceptare: Variatia procentuald a numarului de colonii + 15% in conditii de variatie
a temperaturii sau a timpului de incubare 1n intervalul specificat de metoda.

8.3. Parametrul de performanta: Exactitate sau acuratete
Se urmareste concordanta intre valoarea asteptatd si rezultatul obfinut, prin analizarea
dilutiilor succesive, utilizand reactivi de referintd, respectiv o matrice de concentratie cunoscuta.
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Criterii de performanta: Diferenta de clasad logaritmica intre numarul de germeni asteptat si
cel obtinut in placi paralele Tnsamantate cu dilutii succesive ale probei de referinta.

Experimente: Placi Insamantate cu cate 100 ml si 10 ml proba de referinta, inoculatd in mediul
de cultura Slanetz Bartley agar. Dupa termostatarea placilor la 37°C timp de 48 de ore, se numéara
coloniile tipice crescute pe fiecare membrana.

Evaluarea rezultatelor: Comparand numarul de colonii obtinut in placile inoculate cu proba
de referintd nediluatd si numarul de colonii obtinute in plicile inoculate cu dilugia 107! se observa si
se compara diferenta de clasa logaritmica.

Criterii de acceptare: corespondenta de clasa logaritmica, cu maxim 20% exceptii.

8.4. Parametrul de performanta: Liniaritate

Se urmareste concordanta intre valoarea asteptata si rezultatul obtinut, prin analizarea probei
si a dilutiilor zecimale succesive ale acesteia.

Criterii de performanta: Coeficientul de corelatie intre numadrul asteptat si cel obtinut de
colonii pe membrane.

Experimente: Placi pe care se depun membrane prin care s-au filtrat cate 100, 10 si 1 ml proba,
pe mediul de culturd Slanetz Bartley agar. Dupa termostatarea placilor la 37°C timp de 48 de ore, se
numara coloniile tipice dezvoltate.

Evaluarea rezultatelor: Coeficientul de corelatie r* intre numirul de bacterii asteptat si cel
obtinut in serii paralele de placi.

Criterii de acceptare: r* > 0,9 pentru cel putin 90% dintre masuratori.

8.5. Parametrul de performanta: Precizie in conditii de repetabilitate

Descriere: Repetabilitatea aratd existenta unor diferente semnificative intre determindri
efectuate In cadrul aceluiasi laborator, utilizandu-se acelasi analit si acelasi echipament.

Experimente: Se lucreazd un numar de 10 repetitii ale unei probe, in aceleasi conditii. Se
numara coloniile crescute de pe cele 10 placi de cétre toti operatorii, iar pe baza valorilor obtinute se
calculeaza: valoarea medie, deviatia standard, deviatia standard relativa.

Evaluarea rezultatelor: Prelucrarea statistica a datelor permite calcularea variantei relative
medii a citirii laboratorului ca Intreg, fard vizarea unei persoane anume, care va sta la baza intocmirii
incertitudinii de masurare.

Criterii de acceptare: Coeficientul de variatie (deviatia standard relativd) < 20% din
parametrul valoric.

8.6. Parametrul de performanta: Precizie in conditii de reproductibilitate
Descriere: Reproductibilitatea indica precizia inter-determindri (repetabilitate inter-
determinari), prin analiza mai multor replici ale unui material de referinta, in conditii diferite.
Experimente: Proba de referintd (organizator, runda, data)
Evaluarea rezultatelor (furnizate de organizator):
e Numar de participanti (cu aceeasi metoda de lucru):
e Rezultat raportat: nr. enterococi /100 ml
e Rezultat desemnat: nr. enterococi /100 ml

e Scorz:
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Criterii de acceptare: valoarea scorului z intre -2 si 2.

8.7. Parametrul de performanta: Incertitudinea de masurare
Descriere: Incertitudinea de masurare este parametrul asociat rezultatului unei masurari, care
caracterizeaza Tmprastierea valorilor ce in mod rezonabil ar putea fi atribuite masurandului.
Experimente: Se identificd sursele cuantificabile de incertitudine si se calculeaza
incertitudinea standard compusd, derivatd de prepararea mediilor de culturd, incertitudinea de
inoculare a probelor, incertitudinea datd de incubarea probelor si incertitudinea datd de citirea
probelor. Se calculeaza incertitudinea extinsa pentru un interval de incredere de 95%.

Identificarea surselor de incertitudine — diagrama cauza-efect pentru determinarea enterococilor

PRELEVARE PROBE INOCULARE PROBA (Uinocu) CITIREA PROBELOR

Ucitire

= » UFC/100ml
sterilizare

cantarire up Uincub

PREPARARE MEDII DE CULTURA (Ugep) INCUBARE LA 37°C sau 44°C(Ujnew)

Unde:
Uprep = incertitudine data de prepararea mediilor de cultura
Uinoc = incertitudine datd de inocularea probei cu ajutorul micropipetei
Uincub = incertitudinea data de incubarea la 37°C sau la 44°C
Ucitire = incertitudinea datd de citirea rezultatelor (numararea coloniilor)
UFC = unitati formatoare de colonii.
Conform figei Calculul de estimare a incertitudinii de masurare: Incertitudinea extinsa (UE)
= nr enterococi /100 ml (valoare log10 si valoare exprimata procentual).
Criterii de acceptare: valoarea incertitudinii de masurare < 10% din parametrul valoric.

9. Anexe:
e Calculul indicatorilor de performanta pentru numararea enterococilor;
e Controlul primar al laboratorului;
e (Calculul de estimare a incertitudinii de masurare;

e Rezultate intercomparare, organizator, runda.

9. Concluzii:
Caracteristicile de performanta ale metodei sunt indeplinite, metoda este adecvata scopului propus.
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FISA DE VALIDARE
Parametru Rezultat
Matrice Api Stetcd
P indeplinire criteriu
Analiza Enterococi (UFC) / 100ml

Metoda de incercare

Filtrare prin membrana

Selectivitate/specificitate

Stabilitate/robustete

Exactitate

Liniaritate

Repetabilitate

Reproductibilitate

Incertitudine de masurare
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ACTIVITATE EXPERIMENTALA

Validarea unei metode analitice sau validarea unui proces

Concepeti un proiect de validare pentru o metodd de Incercare sau pentru un proces

tehnologic, la alegere. Proiectul trebuie sa contina:

7.

. Datele de identificare: nume, prenume, specializare, an;

Titlul proiectului;

. Scopul metodei / procesului ales;
. Principiul metodei / procesului ales;
. Materiale si echipamente necesare;

. Mod de lucru / operare: descrierea etapelor, schita metodei / procesului;

Mentiuni aditionale: detalii relevante despre importanta metodei / procesului, avantaje si

dezavantaje pe care le ofera metoda analitica / procesul de productie comparativ cu alte metode /

procese, respectarea principiilor GLP / GMP;

84

8.

9.

Scopul validarii: definitia si scopul validarii (adaptat proiectului);

A. Validarea metodei analitice...:

Parametri de performanta (imaginati metode de verificare stabilind criterii de acceptare);

Identificarea surselor de incertitudine cu reprezentare prin diagrama cauza-efect;

Fisa de validare;

SAU

B. Validarea procesului tehnologic...:

Identificarea parametrilor critici ai procesului;

Atribute de calitate (imaginati metode de verificare si criterii de acceptare);

Matricea de validare pentru echipamente.
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