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STRESZCZENIE

Wstep i cel pracy: Produkty lecznicze zawierajace antybiotyki
stanowig waznga i ztozona grupe preparatow terapeutycznych.
Jednym z najwazniejszych parametréw jest oznaczenie
aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej metodami mikrobio-
logicznymi, czyli okres$lenie mocy antybiotykéw. Wartos¢ ta
jest oznaczana w oparciu o odpowiednie wzorce. Zaktad An-
tybiotykéw i Mikrobiologii Narodowego Instytutu Lekow (NIL)
w ramach miedzylaboratoryjnych badan biegtosci, od 2000
roku uczestniczy w wyznaczaniu mocy nowych farmakopeal-
nych wzorcédw antybiotykéw. Badania organizowane sg przez
Europejski Dyrektoriat ds. Jakosci Lekéw (EDQM) - Komisje
Farmakopei Europejskiej, a uzyskane wyniki s analizowane
statystycznie i opracowywane w formie raportow.

Celem pracy byto przedstawienie wynikéw badan dotycza-
cych wyznaczania mocy wzorcéw antybiotykow.

Materiat i metody: Oznaczano moc substancji — kandydatéw
na wzorce, nastepujacych antybiotykéw: amfoterycyna B,
bacytracyna cynkowa, dihydrostreptomycyna, erytromy-
cyna, kolistyna siarczan, kolistymetat sodowy, nystatyna,
polimyksyna B siarczan, ryfamycyna sodowa i spiramycyna.
Moc antybiotykéw oznaczana jest przez poréwnanie zaha-
mowania wzrostu wrazliwych drobnoustrojéw standardo-
wych przez badany antybiotyk i substancje poréwnawcza
w znanym stezeniu. W badaniach stosowano zalecane przez
farmakopee wrazliwe na badane antybiotyki drobnoustroje
testowe z kolekcji ATCC. Moc antybiotykéw okreslano przy
zastosowaniu farmakopealnych metod mikrobiologicznych,

ABSTRACT

Introduction and objective: Medicinal products containing
antibiotics constitute an important and complex group
of therapeutic preparations. One of the most important
parameters is estimating the antimicrobial activity by
means of microbiological methods, or assessing the potency
of antibiotics, with reference to proper standards. The
Department of Antibiotics and Microbiology of the National
Medicines Institute (NMI) has participated in inter-laboratory
proficiency tests aimed at estimating the potency of new
pharmacopoeial antibiotic modules since 2000. The tests are
conducted by the European Directorate for the Quality of
Medicines (EDQM) - European Pharmacopoeia Commission,
and the results are analyzed and drawn up in report form. The
aim of this paper is to present the results of estimating the
potency of antibiotic modules.

Materials and methods: The potency of substances,
prospective modules, of the following antibiotics
was estimated: amphotericin B, bacitracin zing,
dihydrostreptomycin, erythromycin, colistin sulphate,
colistimethate sodium, nystatin, polymyxin B sulphate,
rifamycin sodium and spiramycin. The potency of antibiotics
is estimated by comparing the inhibition of growth of
sensitive standard micro-organisms produced by known
concentrations of the examined antibiotic and a reference
substance. The test micro-organisms sensitive to the
examined antibiotics were recommended by pharmacopoeia
and were supplied by the American Type Culture Collection



212 Przeglad Medyczny Uniwersytetu Rzeszowskiego i Narodowego Instytutu Lekéw w Warszawie, 2012, 2, 211-222

gtéwnie metody dyfuzyjnej, a w przypadku oznaczania mocy
ryfamycyny sodowej réwniez metody turbidymetryczne;j.
Badania prowadzone byty w sposéb umozliwiajacy przepro-
wadzenie walidacji matematycznego modelu réwnania mocy.
Wyniki: Oznaczono moc mikrobiologiczng 14 substancji
przyjetych nastepnie jako wzorce 10 réznych antybiotykéw
zbardzo dobrg precyzja: + /- 1 odchylenie standardowe (tylko
w 2 przypadkach + / - 2 SD) od wartosci $redniej uzyskanej
ze wszystkich laboratoriéw biorgcych udziat w badaniach
biegtosci. Warto$¢ srednia zostata przyjeta przez EDQM jako
oficjalna moc biologiczna dla danej serii wzorca.

Whioski: Oznaczenia mocy réznorodnych antybiotykéw
w Zaktadzie Antybiotykéw i Mikrobiologii NIL, wedtug
akredytowanej metody farmakopealnej, przeprowadzane
jest na bardzo wysokim poziomie, uznanym przez EDQM
przyznaniem atestu.

Stowa kluczowe: CSP, wzorzec antybiotykdéw, moc antybioty-
kow, badania miedzylaboratoryjne, metoda farmakopealna

(ATCC). The potency of antibiotics was estimated by means of
pharmacopoeial microbiological methods, mainly a diffusion
method, and a turbidimetric method in case of estimating
the potency of rifamycin sodium. The examination was
conducted in a way which permitted the validation of the
mathematical model on which the power equation is based.
Results: The microbiological potency of 14 substances was
determined. The substances were then accepted as modules
of 10 different antibiotics with high precision: + / - one
standard deviation (SD) (in only two cases + / - 2 SD) of the
average value received from all laboratories taking part in
proficiency tests. The average value was accepted by the
EDQM as the official biological potency for a given module
batch.

Conclusions: The estimation of the potency of a variety of
antibiotics in the Department of Antibiotics and Microbiology
of the NMI by means of an accredited pharmacopoeial
method is a high-level scheme approved by the EDQM.
Key words: CSP, antibiotic module, the potency of antibiotics,
inter-laboratory tests, pharmacopoeial method

Wstep

Ocena jakosci produktéw leczniczych jest zagadnieniem
ztozonym. Stosowane sg metody analityczne chemiczne
ibiologiczne, oparte o opracowania farmakopealne, a uzy-
skany wynik badania musi by¢ zgodny ze specyfikacja
produktu przygotowang przez wytworce i zatwierdzong
przez Urzad Rejestracji Produktéw Leczniczych i Wyro-
béw Medycznych. Leki zawierajace antybiotyki stanowia
wazng i ztozong grupe preparatéow farmaceutycznych,
do analizy ktorych stosuje sie wiele metod chemicznych
oraz mikrobiologicznych [1]. Jednym z najwazniejszych
parametréw jakosci produktéw leczniczych zawierajacych
antybiotyki jest oznaczenie aktywnosci przeciwdrobno-
ustrojowej metodami mikrobiologicznymi, czyli okre-
$lenie mocy antybiotykow (zawarto$¢ substancji czynnej
w 1 mg preparatu wyrazana jest w pg lub jednostkach
aktywnoéci). Podawanie mocy w jednostkach masy
jest powszechne i wygodne, zwlaszcza w sytuacji, gdy
warto$ci MIC (najmniejsze stezenie zwigzku hamujace
wzrost drobnoustrojéw) oraz MBC (najmniejsze bakte-
riobdjcze stezenie zwigzku) wyrazane s3 w jednostkach:
mg/] lub pug/ml. Niejednorodno$¢ substancji czynnych,
np. makrolidéw, polimyksyn, antybiotykéw polienowych
czy kolistyn sprawia, ze ich moc jest czesto rowniez
wyrazana w jednostkach aktywnosci. Na naszym rynku
znajduje sie takze szereg zlozonych preparatow (zwlaszcza
weterynaryjnych) zawierajacych 2, 3 lub nawet 4 anty-
biotyki. Oznaczenia zawartosci tych zwiazkow czynnych
prowadzi si¢ za pomocg réznych metod chemicznych
i mikrobiologicznych [2].

Badania aktywnosci antybiotykéw w produktach
leczniczych prowadzone sg zgodnie z monografig 2.7.2.
Farmakopei Polskiej (FP) - tozsamej z odpowiednig
monografia Farmakopei Europejskiej (Ph. Eur.): ,,Mi-

Introduction

The estimation of quality of medicinal products is a complex
issue. Analytical, chemical and biological methods,
based on pharmacopoeial studies, are used, and the
result of the examination has to comply with the product
specification prepared by the producer and approved by
the Office for Registration of Medicinal Products, Medical
Devices and Biocidal Products. Medicines containing
antibiotics constitute an important and complex group
of pharmaceutical preparations, which are analysed by
means of many chemical and microbiological methods
[1]. One of the most important parameters of quality of
medical products containing antibiotics is estimating
the antimicrobial activity by means of microbiological
methods, that is assessing the potency of antibiotics (active
ingredient content in one mg of preparation is given in
pg or in International Units (IU)). Giving the potency in
mass units is common and convenient, especially when
the values of minimum inhibitory concentration (MIC)
and minimum bactericidal concentration (MBC) are
given in units: mg/a or ug/ml. Heterogeneity of active
ingredients, e.g. macrolides, polymixin, polyene antibiotics
and colistin, is the reason why the potency is often
presented in IU. There are other complex preparations
on the market (especially veterinary ones) containing two,
three or even four antibiotics. A variety of chemical and
microbiological methods is used to estimate the content
of active compounds in antibiotics [2].

The examination of antibiotic activity in medical
products is conducted in accordance with the monograph
2.7.2. of the Polish Pharmacopoeia (Ph. P.), which
corresponds to an appropriate monograph of the European
Pharmacopoeia. (Ph. Eur.): “Microbiological assay of
antibiotics” [3]. Two microbiological methods of the
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krobiologiczne metody oznaczania aktywnosci anty-
biotykéw” [3]. Stosuje si¢ dwie farmakopealne metody
mikrobiologiczne: dyfuzyjng - cylinderkowo-plytkowa
oraz turbidymetryczng. Moc antybiotykéw oznaczana
jest przez poréwnanie zahamowania wzrostu wrazliwych
drobnoustrojow standardowych, przez badany antybiotyk
i substancje poréwnawcza w znanym stezeniu. Uzyskany
wynik dla produktu leczniczego odnosi si¢ do wyniku dla
farmakopealnego wzorca antybiotykow.

Zaktad Antybiotykéw i Mikrobiologii Narodowe-
go Instytutu Lekéw (NIL) od 2000 roku uczestniczy
w organizowanych przez EDQM (Komisje Farmakopei
Europejskiej) miedzylaboratoryjnych badaniach bieglosci
dotyczacych oznaczania mocy farmakopealnych wzor-
cow antybiotykow. Pig¢ lat temu, jako jedyni w Polsce,
uzyskalismy akredytacje Polskiego Centrum Akredytacji
(PCA) oraz atestacje EDQM, m.in. na mikrobiologiczne
metody oznaczania aktywnosci antybiotykow. W kaz-
dym badaniu bieglosci organizowanym przez EDQM
uczestniczy przynajmniej 5 laboratoriéw. Dla badanej
substancji poréwnawczej wyznaczana jest moc wobec
wzorca miedzynarodowego (IS). Uzyskane wyniki w po-
szczegdlnych laboratoriach analizowane sg statystycznie
i opracowywane przez EDQM w formie publikacji [4,
5,6,7].

W Narodowym Instytucie Lekdéw w ramach miedzy-
laboratoryjnych badan bieglosci okreslano moc antybio-
tykéw przy zastosowaniu gtéwnie metody dyfuzyjne;j,
jedynie w przypadku oznaczania mocy ryfamycyny uzyto
metode turbidymetryczna.

Materiaty i metody
Drobnoustroje
W badaniach stosowano wrazliwe na badane antybiotyki
drobnoustroje testowe: Bacillus subtilis ATCC 6633, Bor-
detella bronchiseptica ATCC 4617, Escherichia coli ATCC
10536, Micrococcus luteus ATCC 9341, Micrococus luteus
ATCC 10240 i Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763,
zgodnie z zaleceniami Ph. Eur.

W tabeli 1 zestawiono badane w NIL substancje -
kandydatéw na farmakopalne wzorce antybiotykéw oraz
uzyte drobnoustroje testowe.

Wzorce

Stosowano miedzynarodowe substancje poréwnawcze
amfoterycyny B, bacytracyny cynkowej, dihydrostrepto-
mycyny, erytromycyny, kolistyny siarczanu, kolistymetatu
sodowego, nystatyny, polimyksyny B siarczanu, ryfamy-
cyny sodowej i spiramycyny dostarczone przez EDQM
w ramach badan biegtosci.

Metoda dyfuzyjna

Podloza agarowe odpowiednie do badania zaszczepiano
wystandaryzowang zawiesing drobnoustrojéw testowych.
Stosowano technike plytek jedno- lub dwuwarstwowych.

pharmacopoeia are used: the diffusion - cylinder-plate
method and the turbidimetric one. The potency of
antibiotics is estimated by comparing the inhibition of
growth of sensitive standard micro-organisms produced
by known concentrations of the examined antibiotics
and the reference substance. The outcome for a medical
product refers to the result for a pharmacopoeial antibiotic
module.

The Department of Antibiotics and Microbiology of
the National Medicines Institute (NMI) has participated
in the EDQM (European Pharmacopoeia Commission)
inter-laboratory proficiency tests aimed at estimating the
potency of pharmacopoeial antibiotic modules since 2000.
Five years ago, the NMI was the only institute in Poland
which was given accreditation by the Polish Centre for
Accreditation (PCA) and was approved by the EDQM
to use microbiological methods for estimating antibiotic
activity. At least five laboratories participate in each
proficiency test organized by the EDQM. The potency
for the reference substance examined is estimated on the
basis of international standard (IS). The results obtained
in the laboratories are analysed statistically and compiled
by the EDQM in a publication [4, 5, 6, 7].

As part of inter-laboratory proficiency tests in the
National Medicines Institute, the potency of antibiotics
was estimated mainly by means of the diffusion method,
and the turbidimetric method in case of estimating the
potency of rifamycin.

Materials and methods

Micro-organisms

The test micro-organisms sensitive to the antibiotics
examined were used in the examination: Bacillus subtilis
ATCC 6633, Bordetella bronchiseptica ATCC 4617,
Escherichia coli ATCC 10536, Micrococcus luteus ATCC
9341, Micrococus luteus ATCC 10240 and Saccharomyces
cerevisiae ATCC 9763, according to the Ph. Eur’s
recommendations. Table 1 presents the substances of
prospective pharmacopoeial antibiotic modules and test
micro-organisms examined in the NMI.

Modules

International reference substances of amphotericin B,
bacitracin zinc, dihydrostreptomycin, erythromycin,
colistin sulphate, colistimethate sodium, nystatin,
polymyxin B sulphate, rifamycin sodium and spiramycin
were used and were provided by the EDQM as part of
proficiency tests.

Diffusion method

An agar examination medium was inoculated with a
standard suspension of test micro-organisms. A technique
of one- or two-layer plates was used. Solvents and
buffer solutions were used, according to the Ph. Eur’s
guidelines [3]. The examined solutions were incubated



214 Przeglad Medyczny Uniwersytetu Rzeszowskiego i Narodowego Instytutu Lekéw w Warszawie, 2012, 2, 211-222

Tab. 1
Badany antybiotyk / Seria badanego wzorca/| Rok badania/ Drobnoustroj testowy /
Tested antibiotic batch number date of study Test organism
Erytromycyna/Erythromycin CRS, batch 4 2000 B. subtilis ATCC 6633
Nystatyna/Nystatin CRS, batch 3 2001 S.cerevisiae ATCC 9763
CRS, batch 4 2003
3rd IS 2006
Kolistyny siarczan/Colistin sulphate CRS batch 2 2001 E. coli ATCC 10536
Kolistymetat sodowy/Colistimethate sodium CRS batch 2 2009 E. coli ATCC 10536
AmfoterycynaB CRS batch 1 2001 S. cerevisiae ATCC 9763
/Amphotericin B CRS batch 2 2003
WHO IS 2 2007
Spiramycyna/Spiramycin CRS batch 3 2003 B. subtilis ATCC 6633
Bacytracyna cynkowa CRS batch 2 2003 M. luteus ATCC 10240
/Bacitracin zinc
Ryfamycyna sodowa CRS batch 3 2003
/Rifamycin sodium M. luteus ATCC 9341
metoda dyfuzyjna E. coli ATCC 10536
/diffusion assay
metodaturbidymetryczna
/turbidimetric assay
Polimyksyny B siarczan CRS batch 2 2010 B. bronchiseptica
/Polymyxin B sulphate ATCC 4617
Dihydrostreptomycyna/ WHOIS 3 2011 B. subtilis ATCC 6633
Dihydrostreptomycin

Uzywano rozpuszczalnikow i roztworéw buforowych
zgodnie z wytycznymi zawartymi w Ph. Eur. [3]. Bada-
ne roztwory wprowadzano do sterylnych cylinderkéow
ze stali nierdzewnej umieszczonych na powierzchni
podioza. W badaniach uzywano 3 stezenia substancji
poréwnawczej i 3 stezenia badanej proby, analizowano
stezenia przygotowane w postepie geometrycznym.
W badaniu zastosowano takg liczbe powtdrzen kazdego
stezenia (n=16), aby zapewni¢ wymagana precyzje.
Badania prowadzone byly w sposéb umozliwiajacy
przeprowadzenie walidacji matematycznego modelu
réwnania mocy. Wybrano model linii réwnolegtych; linie
odpowiadajace 2 logarytmom odpowiedzi na stezenie, dla
substancji badanej i substancji poréwnawczej, musza by¢
réwnolegle i liniowe, powyzej zakresu stezen uzywanych
do obliczania. Granice ufnosci (P =0,95) dla oznaczania
mocy s3 nie mniejsze niz 95% i nie wieksze niz 105%
wyznaczonej mocy.

Metoda turbidymetryczna

Odpowiednie dla badania podloze ptynne zaszcze-
piano wystandaryzowang zawiesing drobnoustrojow
wrazliwych na badany antybiotyk — ryfamycyne. Ilo$¢
zawiesiny dobrano w taki sposdb, aby otrzymac fatwe
do zmierzenia zmetnienie po ok. 4 godzinach inkubacji.
Zaszczepione podloze stosowano bezposrednio po jego
przygotowaniu. Badane roztwory antybiotyku w ilosci 0,1
ml rozdzielano do identycznych probéwek zawierajacych
9,9 ml zaszczepionego podloza. W badaniach uzywano 7

in sterile, stainless steel cylinders placed on the surface
of the medium. Three concentrations of the reference
substance and three concentrations of the examined
assay were used, the concentrations were prepared in the
geometric progression. Each concentration (n=16) was
used in one examination as many times as it was necessary
to ensure the required precision. The test was conducted
in a way that permitted the validation of the mathematical
model of the power equation. A parallel-line model was
chosen; the lines corresponding to two logarithms of
the concentration for the examined substance and the
reference substance have to be parallel and linear, above
the range of concentrations used for calculations. The
confidence bounds (P=0,95) for the estimation of the
potency are narrower than 95 percent and not wider than
105 percent of the designated potency.

Turbidimetric method

A liquid examination medium was inoculated with
a standard suspension of micro-organisms sensitive to
the examined antibiotic - rifamycin. An appropriate
quantity of suspension was chosen so as to obtain a readily
measurable opacity after an incubation period of about
four hours. The inoculated medium was used immediately
after its preparation. The 0,1 ml of the solutions of the
tested antibiotics was separated to identical test tubes
containing 9,9 ml of the inoculated medium. Seven
concentrations of the reference substance and seven
concentrations of the assay were used. The concentrations
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stezen substancji pordwnawczej i 7 stezent badanej proby,
badano stezenia przygotowane w postepie geometrycz-
nym. W badaniu zastosowano 3 powtoérzenia kazdego
stezenia, aby osiaggna¢ wymagana precyzje.

Analiza statystyczna

Wryniki badania mocy dla réznych antybiotykéw metoda

dyfuzyjna i turbidymetryczng oceniano za pomocg ana-

lizy statystycznej zgodnie z monografig 5.3 FP i Ph. Eur.

»Analiza statystyczna wynikow biologicznych oznaczen

zawarto$ci i badan jako$ciowych” [8].

Przy zastosowaniu ukladu 3-punktowego, w analizie
brano pod uwage te wartosci, dla ktorych w analizie wy-
nikéw wykazano, ze sg statystycznie wazne, tzn. spelniaja
warunki:

— regresji liniowej (regression) — obliczone prawdopo-
dobienstwo przypadkowosci jest mniejsze niz 0,05,
mozliwe jest liczenie zakresu 95% przedziatu ufnosci;

— nieréwnoleglosci (non-parallelism) - obliczone praw-
dopodobienstwo nieréwnoleglosci jest wigksze niz
0,05; dla badanego nieznanego preparatu linia jest
réwnolegta do linii otrzymanej dla wzorca;

— nieliniowos$ci (non-linearity) — obliczone prawdo-
podobienstwo nieliniowo$ci jest wigksze niz 0,05,
stosunek miedzy logarytmem stezenia i odpowiedzig
w pelnym zakresie badanych stezen jest reprezento-
wany przez linie prosta.

Ocena wynikéw prowadzona byla przy zastosowaniu
programu komputerowego CombiStats. Obliczano wy-
nik mocy antybiotyku z warto$ci statystycznie waznych
zgodnie z jednym z podanych ponizej modeli:

— model $redniej wazonej (weighted combination) -
gdy warto$¢ p homogennosci jest wigksza niz 0,1
(homogenne przedzialy ufnosci);

— model potéredniej wazonej (semi weighted combina-
tion) — gdy warto$¢ p homogennodci jest mniejsza
niz 0,1 (tendencja do heterogennosci przedziatéw
ufnosci).

Po przeprowadzeniu analizy wariancji badanie
uznawano za zwalidowane lub niezwalidowane zgodnie
ze schematem decyzyjnym (ryc. 1).

Wyniki

* Erytromycyna

W badaniu uczestniczyto 7 laboratoriéw. Srednia moc
erytromycyny zostata okreslona na 960 IU/mg z odchy-
leniem standardowym (SD) 20,1 IU/mg. Wynik uzyskany
w NIL - 948 IU/mg miescit si¢ w granicach $redniej
minus 1 SD. Bylo to pierwsze badanie wykonywane
w NIL i obliczenia zostaly przeprowadzone zgodnie
z FP V, w zwiazku z tym nie zostala prawidlowo prze-
prowadzona walidacja wynikéw. Europejski Dyrektoriat
ds. Jakosci Lekéw odrzucil jeden z 6 przedstawionych
wynikéw z powodu niemozno$ci zwalidowania [4].

prepared in the geometric progression were examined.
Each concentration was used in one examination three
times to ensure the required precision.

Statistical analysis

The results of the potency estimation of different antibiotics

by means of the diffusion and turbidimetric methods were

analysed statistically, in accordance with the monograph 5.3

of the Ph. P. and the Ph. Eur. “Statistical analysis of results

of biological assays and tests” [8]. Using a three-point array,
the values which were proved to be statistically important,

i.e. which met the conditions, were taken into consideration

in the analysis. The conditions included:

— linear regression — a calculated likelihood of
randomness is lower than 0,05; it is possible to estimate
the 95 percent level of the confidence interval;

— non-parallelism - a calculated likelihood of non-
parallelism is higher than 0,05; the line of the
examined unknown preparation is parallel to the
line of the module;

— non-linearity - a calculated likelihood of non-
linearity is higher than 0,05; a straight line represents
the relationship between the logarithm of the
concentration and the concentrations examined in
full scope.

The results were estimated by means of a computer
programme CombiStats on the basis of the values
statistically important, in accordance with one of the
following models:

— a weighted mean model - when the test of
homogeneity yields a P-value more than 0,1
(homogeneous confidence intervals);

— a semi-weighted mean model - when the test of
homogeneity yields a P-value less than 0,1 (a tendency
to heterogeneity of the confidence intervals).

After the variance analysis, the examination was
considered to be validated or disapproved, in accordance
with a decision making scheme (Figure 1).

Results

* Erythromycin

Seven laboratories participated in the examination. The
estimated average potency of erythromycin was 960 IU/
mg with 20,1 IU/mg SD. The result in the NMI - 948
IU/mg was within the average minus one SD. It was the
first test conducted in the NMI and the calculations were
done in accordance with Ph. P. V, as a result of which the
validation of the results was not performed properly. The
European Directorate for the Quality of Medicines rejected
one out of six presented results because validation was
not possible [4].

* Nystatin
The NMI took part in the estimation of the potency of
nystatin four times.
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* Nystatyna

NIL uczestniczyt 4-krotnie w badaniach mocy nystatyny.

— W badaniu serii 3 w 2001 roku brato udziat 6 labo-
ratoriéw. Srednia moc nystatyny zostata okreslona
na 6030 IU/mg z odchyleniem standardowym 81,5
IU/mg. Wynik uzyskany w naszym laboratorium —
6041 IU/mg miescil si¢ w granicach $redniej plus
1 SD. Ocene statystyczng przeprowadzono zgodnie
z wytycznymi monografii 5.3 Ph. Eur. Wszystkich
6 oznaczen zostalo pozytywnie zwalidowanych [5].

— W badaniu serii 4 w 2004 roku uczestniczylo 8 labo-
ratoriéw. Srednia moc nystatyny zostata okreslona na
5600 IU/mg z odchyleniem standardowym 131,8 IU/
mg. Wynik uzyskany w NIL - 5446 IU/mg miescit
sie w granicach $redniej minus 2 SD. Wszystkich 6
oznaczen zostalo pozytywnie zwalidowanych.

— W 2006 roku seria poprzednia (batch 4) byta bada-
na ponownie ze wzgledu na obawy o obnizenie si¢
mocy standardu. W badaniu uczestniczyly tylko 3
laboratoria. Uzyskane wyniki byly nizsze niz zatozona
moc - ok. 5500 IU/mg: (5270 TU/mg i 5162 IU/mg
oraz wynik uzyskany w NIL: 5486 IU/mg). Pomimo
uzyskania nizszych wartosci, EDQM nie zmienit
mocy dla nystatyny serii 4.

— W badaniu serii 3rd IS (CRS seria 5) w 2006 roku
uczestniczyto 17 laboratoriéw. Srednia moc nystatyny
zostala okreslona na 5710 IU/mg z odchyleniem
standardowym 234,7 IU/mg. Wynik uzyskany w NIL
- 5963 TU/mg miescil si¢ w granicach sredniej plus
1 SD. Wszystkich 6 oznaczen zostato pozytywnie
zwalidowanych. W przypadku tak duzej grupy
uczestniczacych laboratoriéw (17) uzyskano do$¢
duzy rozrzut wynikéw od 5299 IU/mg do 5981 IU/
mg (wynik dla jednego laboratorium - 7244 IU/mg
- zostal odrzucony). Do $redniej wyliczonej przez
EDQM wybrano réwniez bardzo niskie wyniki, ktére
znacznie zanizyly $rednia.

Migdzylaboratoryjne badania biegto$ci opracowano

w publikacji [7].

* Kolistyny siarczan

W badaniu 2001 r uczestniczylo 6 laboratoriéw. Srednia
moc kolistyny zostata okreslona na 580 935 IU/fiolke
z odchyleniem standardowym 8378,5 IU/fiolke. Wynik
uzyskany w NIL - 584 143 IU/fiolke miescil sie w grani-
cach $redniej plus 1 SD. Wiszystkich 6 oznaczen zostato
pozytywnie zwalidowanych [5].

* Kolistymetat sodowy

W badaniu 2009 r uczestniczyto 5 laboratoriéw. Srednia
moc kolistymetatu sodowego zostata okreslona na 285
000 IU/fiolke z odchyleniem standardowym 9046 IU/
fiolke. Wynik uzyskany w NIL - 282 336 IU/fiolke mie-
$cil si¢ w granicach $redniej minus 1 SD. Wszystkich 6
oznaczen zostalo pozytywnie zwalidowanych.

— Six laboratories participated in the examination of
batch three in 2001. The estimated average potency
of nystatin was 6030 IU/mg with 81,5 IU/mg SD. The
result obtained in our laboratory - 6041 IU/mg was
within the average plus one SD. The statistical analysis
was conducted according to the guidelines of the Ph.
Eur’s monograph 5.3. All six assays were validated [5].

— Eight laboratories took part in the examination of
batch four in 2004. The estimated average potency
of nystatin was 5600 IU/mg with 131,8 IU/mg SD.
The result obtained in the NMI - 5446 IU/mg was
within the average minus two SD. All six assays were
validated.

— Bath four was reexamined in 2006 for fear of lowering
the potency of the standard. Only three laboratories
participated in the examination. The obtained results
were lower than the expected potency - around 5500
IU/mg: (5270 IU/mg and 5162 IU/mg and the result
of the NMI: 5486 IU/mg). Despite receiving lower
values, the EDQM did not change the potency of the
nystatin examined in batch four.

— 17 laboratories took part in the examination of batch
three IS (CRS batch five) in 2006. The estimated
average potency of nystatin was 5710 IU/mg with
234,7 IU/mg SD. The NMI result - 5963 IU/mg was
within the average plus one SD. All six assays were
validated. Considering a high number of laboratories
taking part in the examination (17), there was a wide
dispersion of the results, from 5299 IU/mg to 5981
IU/mg (one laboratory result — 7244 IU/mg - was
rejected). Very low results were also selected for
calculating the average determined by the EDQM,
numbers which significantly lowered the average.
Inter-laboratory proficiency tests were presented in

a publication [7].

* Colistin sulphate

Six laboratories participated in the examination in 2001.
The estimated average potency of colistin was 580 935 U/
vial with 8378,5 IU/vial SD. The result of the NMI - 584
143 TU/vial was within the average plus one SD. All six
assays were validated [5].

* Colistimethate sodium

Five laboratories took part in the examination in 2009.
The estimated average potency of colistimethate sodium
was 285 000 TU/vial with 9046 IU/vial SD. The NMI result
- 282 336 IU/vial was within the average minus one SD.
All six assays were validated.

* Amphotericin B

The NMI laboratory participated in the examination of

the potency of amphotericin B three times.

— Seven laboratories took part in the examination
of batch CRS one in 2001. The estimated average
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Is non-parallelism Yes \ Reject the
significant? examination
No
Is non-linearity - Accept the
significant? examination
Is lack of squared Yes
coefficient significant? Reject the
examination
Is square of regression Accept the
significant? examination
Is linear regression No -
greater than square of ReJe.ct tl.le
regression x 100? examination
Yes
Are the differences - Accept the
between preparations examination

small?

Reject the
examination

Fig. 1.
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* Amfoterycyna B

Laboratorium NIL uczestniczylo 3-krotnie w badaniach

mocy amfoterycyny B.

— W badaniu serii CRS 1 w 2001 roku uczestniczyto 7
laboratoriéw. Srednia moc amfoterycyny B zostata
okreslona na 990 IU/mg z odchyleniem standar-
dowym 17,6 IU/mg. Wynik uzyskany w naszym
laboratorium - 993 IU/mg miescil si¢ w granicach
$redniej plus 1 SD. Wszystkich 6 oznaczen zostato
pozytywnie zwalidowanych [5].

— W badaniu serii CRS 2 w 2003 roku uczestniczyly
4 laboratoria. Srednia moc amfoterycyny B zostata
okreslona na 960 IU/mg z odchyleniem standar-
dowym 42,0 IU/mg. Wynik uzyskany w naszym
laboratorium - 987 IU/mg miescil si¢ w granicach
$redniej plus 1 SD. Wszystkich 6 oznaczen zostalo
pozytywnie zwalidowanych.

— W badaniu serii WHO IS 2 w 2007 roku uczestni-
czyto 10 laboratoriéw. Srednia moc amfoterycyny
B zostala okreslona na 944 IU/mg z odchyleniem
standardowym 36,0 IU/mg. Wynik uzyskany w NIL
- 990 IU/mg miescit sie¢ w granicach $redniej plus
2 SD. Wszystkich 6 oznaczen zostalo pozytywnie
zwalidowanych.

Miedzylaboratoryjne badania bieglosci przedstawio-

no w publikacji [6].

* Spiramycyna

W badaniu w 2003 roku uczestniczylo 7 laboratoriéw.
Srednia moc spiramycyny zostata okreslona na 4530 IU/
mg z odchyleniem standardowym 254,9 IU/mg. Wynik
uzyskany w NIL - 4540 IU/mg miescil si¢ w granicach
$redniej plus 1 SD. Wszystkich 6 oznaczen zostalo pozy-
tywnie zwalidowanych [5].

* Bacytracyna cynkowa

W badaniu w 2003 roku uczestniczylo 7 laboratoriow.
Srednia moc bacytracyny zostata okreslona na 62,9 IU/mg
z odchyleniem standardowym 2,2 IU/mg. Wynik uzyska-
ny w NIL - 63,1 IU/mg miescil sie w granicach s$redniej
plus 1 SD. Wszystkich 6 oznaczen zostato pozytywnie
zwalidowanych [5].

* Ryfamycyna sodowa

Laboratorium NIL uczestniczyto w badaniach mocy dla
ryfamycyny, wykonujac badania dwiema metodami:
dyfuzyjna i turbidymetryczna.

W badaniu metoda dyfuzyjng uczestniczylo 6 labo-
ratoriéw [4]. Srednia moc ryfamycyny zostala okreslona
na 856 IU/mg z odchyleniem standardowym 5,5 TU/
mg. Wynik uzyskany w NIL - 857 IU/mg. Wszystkich 6
oznaczen zostalo pozytywnie zwalidowanych.

W badaniu metodg turbidymetryczna uczestniczyly
4 laboratoria. Srednia moc ryfamycyny zostata okreslona
na 856 IU/mg z odchyleniem standardowym 12,0 IU/

potency of amphotericin B was 990 IU/mg with 17,6
IU/mg SD. The result obtained in our laboratory —
993 IU/mg was within the average plus one SD. All
six assays were validated [5].

— Four laboratories participated in the examination of
batch CRS two in 2003. The estimated average potency
of amphotericin B was 960 IU/mg with 42,0 IU/mg SD.
The result of our laboratory - 987 IU/mg was within
the average plus one SD. All six assays were validated.

— 10 laboratories took part in the examination of batch
WHO IS two in 2007. The estimated average potency
of amphotericin B was 944 IU/mg with 36,0 IU/mg
SD. The NMI result - 990 IU/mg was within the
average plus two SD. All six assays were validated.
Inter-laboratory proficiency tests were presented in

a publication [6].

* Spiramycin

Seven laboratories participated in the examination in
2003. The estimated average potency of spiramycin was
4530 IU/mg with 254,9 IU/mg SD. The result received in
the NMI - 4540 IU/mg was within the average plus one
SD. All six assays were validated [5].

* Bacitracin zinc

Seven laboratories took part in the examination in 2003.
The estimated average potency of bacitracin zinc was
62,9 IU/mg with 2,2 IU/mg SD. The result received in
the NMI - 63,1 IU/mg was within the average plus one
SD. All six assays were validated [5].

* Rifamycin sodium

The NMI laboratory estimated the potency of rifamycin
sodium by means of the diffusion methods and the
turbidimetric method.

Six laboratories participated in the examination
conducted by means of the diffusion method [4]. The
estimated average potency of rifamycin was 856 IU/mg
with 5,5 IU/mg SD. The result obtained in the NMI - 857
IU/mg. All six assays were validated.

Four laboratories took part in the examination
conducted by means of the turbidimetric method. The
estimated average potency of rifamycin was 856 IU/mg
with 12,0 IU/mg SD. The result of the NMI - 849 IU/mg
was within the average minus one SD. All six assays were
validated, still making seven dilutions in the geometric
progression:

— the results from four to seven of the dilution were
validated for the examination one and two,

— the results from one to four of the dilution were
validated for the examination three and four,

— the results from two to four of the dilution were
validated for the examination five,

— the results from three to five of the dilution were
validated for the examination six.
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mg. Wynik uzyskany w NIL - 849 IU/mg miescit si¢
w granicach $redniej minus 1 SD. Wszystkich 6 oznaczen
zostalo pozytywnie zwalidowanych, niemniej wykonujac
7 rozcienczen w postepie geometrycznym:
— dla badania 1 i 2 zwalidowano wyniki od 4 do 7
rozcienczenia,
— dla badania 3 i 4 zwalidowano wyniki od 1 do 4
rozcienczenia,
— dla badania 5 zwalidowano wyniki od 2 do 4 roz-
cienczenia,
— dla badania 6 zwalidowano wyniki od 3 do 5 roz-
cienczenia.
Metoda walidacji wybranych, co najmniej 3 kolejnych
stezen ze wszystkich wykonanych stezen zgodna jest z Ph.
Eur.

* Polimyksyny B siarczan

W badaniu w 2010 roku uczestniczyto 5 laboratoridw.
Srednia moc polimyksyny zostata okreslona na 205 000
IU/fiolke z odchyleniem standardowym 5724 IU/fiolke.
Wynik uzyskany w NIL - 207 427 IU/fiolke miescit sie
w granicach $redniej plus 1 SD. Wszystkich 6 oznaczen
zostalo pozytywnie zwalidowanych.

* Dihydrostreptomycyna

W badaniu w 2011 roku uczestniczyto 11 laboratoridw.
Srednia moc dihydrostreptomycyny zostala okreslona
na 19 450 IU/fiolke z odchyleniem standardowym 702
IU/fiolke. Wynik uzyskany w NIL - 19 270 IU/fiolke
miescil si¢ w granicach $redniej minus 1 SD. Wszystkich
6 oznaczen zostalo pozytywnie zwalidowanych.

Chemiczne substancje poréwnawcze z deklarowang
mocg antybiotykéw stosowane sa w badaniach jakosci
produktéw leczniczych do momentu koniecznosci
opracowania nowej serii wzorca, ktora zastepuje wzorzec
dotychczas uzywany. W niektoérych laboratoriach stare
wzorce pozostaja i moga nadal by¢ wykorzystywane.

W badaniach przeprowadzonych w Narodowym
Instytucie Lekow [9] wykazano, ze wzorce antybiotykow:
oksytetracykliny, doksycykliny, kolistyny i spiramycy-
ny, przechowywane przez ponad 40 lat w zamrazarce
laboratoryjnej (okoto -20°C) byty stabilne. Dyspono-
wano nawet 54-letnim wzorcem spiramycyny - z 1955 r.
Wszystkie badane substancje w pelni zachowaty swoja
moc biologiczna - byta ona zblizona do deklarowanej,
a zawarto$¢ produktéw rozkladu oznaczanych metoda
wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) nie
byta zwigkszona istotnie statystycznie.

Wydaje sie, ze wiele wzorcéw antybiotykow, w kto-
rych okredlaniu mocy uczestniczyt Narodowy Instytut
Lekéw, moze by¢ stosowanych przez wiele lat w rutyno-
wych badaniach jako$ci produktéw leczniczych metoda
mikrobiologicznag.

The method of validation of at least three selected
consecutive concentrations is in accordance with the Ph. Eur.

* Polymyxin B sulphate

Five laboratories participated in the examination in 2010.
The estimated average potency of polymyxin was 205 000
IU/vial with 5724 IU/vial SD. The result obtained in the
NMI - 207 427 IU/vial was within the average plus one
SD. All six assays were validated.

* Dihydrostreptomycin

11 laboratories participated in the examination in 2011.
The estimated average potency of dihydrostreptomycin
was 19 450 IU/vial with 702 IU/vial SD. The result of the
NMI - 19 270 IU /vial was within the average minus one
SD. All six assays were validated.

Reference chemical standards with a declared potency
of antibiotics are used in proficiency tests of quality of
medicinal products until a new batch of module is worked
out to replace the one used so far. In some laboratories,
the old modules are preserved and can still be used.

The examinations conducted in the National
Medicines Institute [9] showed that the modules of
antibiotics: oxytetracycline, doxycycline, colistin and
spiramycin stored for over 40 years in a laboratory freezer
(about —20°C) were stable. There was even a fifty-four-
year-old module of spiramycin from 1955 available.
All examined substances retained their full biological
potency, which was close to the declared one, and the
product decomposition content estimated by means of
high performance liquid chromatography method (HPLC)
did not show any statistically significant increase.

It seems that many modules of antibiotics, whose
potency was assessed by the National Medicines Institute,
can be used for many years in routine estimations of quality
of medicinal products by means of the microbiological
method.

Summary

1. All inter-laboratory proficiency tests, except for
the ones that assessed the potency of erythromycin
(estimation from 200) were conducted in
standardized conditions:

— the third passage of strain and the suspension of
density five measured according to McFarland
standards with Densimat bioMerieux were always
used for the suspension of micro-organisms (except
for the suspension of spore),

— specific timing and conditions of diftusion for the
examined antibiotic were observed,

— basic solutions of the module and of the examined
substance were made in glass A class flasks,

— when double spheres of inhibition occurred for the
estimation of e.g. amphotericin B and nystatin, the
outside sphere was interpreted.
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Wszystkie miedzylaboratoryjne badania biegtosci,
z wyjatkiem oznaczania mocy erytromycyny (ba-
danie w 2000 roku) wykonywano z zastosowaniem
wystandaryzowanych warunkow:

dla zawiesiny drobnoustrojow zawsze korzystano
z 3 pasazu szczepu i uzywano zawiesiny o gestosci 5
wedlug skali McFarlanda mierzonej na densimacie
firmy bioMerieux (z wyjatkiem zawiesiny spor),
przestrzegano okreslonych dla badanego antybiotyku
czasu i warunkéw dyfuzji,

podstawowe roztwory wzorca i substancji badanej
wykonywano w kolbach szklanych klasy A,

w przypadku podwdjnych stref zahamowania uzyski-
wanych dla oznaczen, np. amfoterycyny B i nystatyny
odczytywano strefy zewnetrzne

Wszystkie wyniki, z wyjatkiem jednego oznaczenia
dla erytromycyny byly pozytywnie zwalidowane.
Wszystkie okreslone przez NIL moce badanych
antybiotykow miescily sie w granicach 95-105%
$redniego wyniku uznanego przez EDQM (ryc.2).
W przypadku oznaczania mocy ryfamycyny sodowej,

8 9 10 11 12 13 14

Fig. 2

All assays, except for the assay for erythromycin, were
validated.

The estimated potency of the antibiotics examined
by the NMI was within 95-105 percent of the average
result accepted by the EDQM (Figure 2).

While estimating the potency of rifamycin
sodium, by means of both the diffusion method
and the turbidimetric method, it was stated that
the turbidimetric method is more laborious
than the diffusion method and that there is little
likelihood that the results can be validated with all
concentrations.
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gdzie zastosowano zaréwno metode dyfuzyjng jak
i turbidymetryczng stwierdzono, ze metoda turbi-
dymetryczna jest bardziej pracochtonna niz metoda
dyfuzyjna, a mozliwo$¢ zwalidowania wynikéw przy
wykorzystaniu wszystkich wykonanych stezen wydaje
sie mato prawdopodobna.
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