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pregledni rad

Sazetak

Antimikrobni lijekovi su kemoterapeutici koji imaju Siroku primjenu u humanoj, veterinarskoj i stocarskoj praksi. Beta-
laktamski su najrasirenija skupina antimikrobnih lijekova koja se zbog vrlo snaznog antimikrobnog djelovanja i vrlo niske
toksic¢nosti najéesce koristi u humanoj i veterinarskoj medicini u lijeCenju bakterijskih infekcija. Dijele se u skupine penicilina,
cefalosporina i monobaktama. Penicilini se dobivaju iz filtrata kulture plijesni Penicillium notatum i Penicillium chrysogenum,
a cefalosporini iz filtrata kulture aktinomiceta (Cephalosporium acremonium). Istrazivanja su omogucila otkri¢a aktivne
skupine, 6-amino-penicilanske kiseline ¢ijim je izdvajanjem omoguéena proizvodnja polusintetskih penicilina koji su nadisli
ograniCenja prirodnog penicilina G. Fizikalno-kemijska svojstva beta-laktama mogu se mijenjati supstitucijom vodika u
karboksilnoj skupini penicilina, odnosno modifikacijom bo¢nog lanca cefalosporina. Time se povecala otpornost na djelovanje
B-laktamaza i prosiren spektar djelovanja. Beta-laktami u terapijskim koncentracijama djeluju baktericidno inhibiraju¢i sintezu
stani¢ne stijenke bakterija. Penicilini su vazni za antibakterijsku kemoterapiju, ¢esto u kombinaciji s drugim antimikrobnim
lijekovima. Cefalosporini se primjenjuju kao zamjena za peniciline u lijecenju infekcija uzrokovanih gram-negativnim
bakterijama te u profilaksi pri kirurSkim zahvatima. Primjena beta-laktama u zivotinja koje se koriste kao hrana moze dovesti
do ostataka tih lijekova u mesu i mesnim preradevinama, te mlijeku i jajima. UnoSenje antimikrobnih lijekova u ljudski
organizam hranom, osobito je opasno zbog njihove direktne toksi¢nosti odnosno kancerogenosti, utjecaja na sastav crijevne
mikroflore, mogucih alergijskih reakcija, te pojave otpornosti pojedinih patogenih mikroorganizama, te je njihovo odredivanje
nuzno. Obzirom da se puno koriste u tretmanu mastitisa najées¢e su utvrdeni antimikrobni lijekovi u mlijeku. U svrhu
odredivanja ostataka beta-laktama u hrani Zivotinjskog podrijetla primijenjuju se screening mikrobioloske metode, a
identifikacija i kvanifikacija danas se provodi naj¢esce tekuc¢inskom kromatografijiom tandemskom spektrometrijom masa.

Kljucne rijeci: beta-laktami, kemoterapeutici, sinteza, hrana zivotinjskog podrijetla
lijekovi mogu imati usko, proSireno ili Siroko

antimikrobno djelovanje. Tako se antimikrobni
lijekovi uskog spektra djelovanja primjenjuju za

Antimikrobni lijekovi

Antimikrobni lijekovi su specificni proizvodi

mikrobnog metabolizma koji imaju visoku fiziolosku
aktivnost prema odredenim grupama
mikroorganizama (bakterijama, plijesnima, virusima,
protozoama) sprjecavajuéi im rast ili ih uniStavajuci
(Seol i sur, 2010). Antimikrobni lijekovi koji
zaustavljaju rast bakterija imaju bakteriostatsku
aktivnost (npr. kloramfenikol). Smrt bakterijskih
stanica uzrokuju baktericidni antimikrobni lijekovi
koji smanjuju broj bakterija kao Sto je slucaj kod
penicilina. Neki antimikrobni lijekovi i mogu ovisno
o okolnostima posjedovati  baktericidnu ili
bakteriostatsku aktivnost. Antimikrobni lijekovi i
mogu biti prirodni proizvodi mikroorganizama ili
sintetski proizvodi. Vecina antimikrobnih lijekova
koji se u posljednjih 70 godina koriste u klini¢ke
svthe u lijeCenju infektivnih bolesti kod ljudi su
prirodni  antimikrobni lijekovi koje proizvode
bakterije ili plijesni (Walsh, 2003). Antimikrobni

totno odredene vrste gram-pozitivnih ili gram-
negativnih  bakterija. ~ Antimikrobno djelovanje
antimikrobnih lijekova prosirenog spektra koristi se u
suzbijanju  gram-pozitivnih  bakterija 1 to¢no
odredenih  vrsta  gram-negativnih  bakterija.
Antimikrobni lijekovi Sirokog spektra koriste se u
suzbijanju 1 gram-pozitivnih i gram-negativnih
bakterijskih vrsta.

Prema kemijskoj strukturi antimikrobne lijekove
svrstavamo u B-laktame, aminoglikozide, tetracikline,
makrolide, poliene, peptide i ostale antimikrobne
lijekove. Prema mehanizmu djelovanja antimikrobnih
lijekova svrstavamo u Cetiri skupine odnosno one:
koji inhibiraju sintezu stani¢ne stijenke (B-laktami i
bacitracin), koji oStec¢uju citoplazmatsku membranu
(polimiksini 1 polienski antimikrobni lijekovi), koji
inhibiraju  sintezu  proteina  (aminoglikozidi,
tetraciklini, kloramfenikol, makrolidi, linkozamidi,
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streptogramini, oksasolidinoni i glicilicini) 1 koji
inhibiraju sintezu nukleinskih kiselina (sulfonamidi i
kinoloni) (Seol i sur., 2010).

Beta-laktami su najraSirenija skupina antimikrobnih
lijekova koja se zbog vrlo snaznog antimikrobnog
djelovanja i vrlo niske toksi¢nosti najées$ée koriste u
humanoj i veterinarskoj medicini u lijeCenju
bakterijskih infekcija (Kunec-Vaji¢ i sur., 1993).
Dijele se u tri skupine: peniciline (benzilpenicilin,
penicilin 'V, oksacilin, amoksicilin, ampicilin,
kloksacilin), cefalosporine (cefaleksin, cefazolin,
ceftiofur, cefapirin, cefkvinom, cefuroksim,
cefoperazon i dr.) te monobaktame (Gentili i sur.,
2005). Penicilini su antimikrobni lijekovi koji se
dobivaju iz filtrata kulture plijesni Penicillium
notatum 1 Penicillium chrysogenum. Cefalosporini se
dobivaju iz  filtrata  kulture  aktinomiceta
(Cephalosporium acremonium) (Laurence i Bennett,
1988).

Povijesni pregled proizvodnje B-laktamskih
antimikrobnih lijekova

Moderna terapija antimikrobnim lijekovima zapocela
je otkricem [-laktama 1929. godine kada je
Alexander Fleming objavio svoje istrazivanje o
inhibiciji rasta Staphylococcus aureus na ploci agara
kontaminiranoj plijesnima Penicillium notatum. 1z
kulture ove plijesni 1940. godine Chain i Florey
proizveli su prvu vecu koli¢inu penicilina, a vec
desetak godina kasnije penicilin G u$ao je u klini¢ku
uporabu (Seol i sur., 2010). Brojna istrazivanja koja
su uslijedila dovela su do otkri¢a aktivne skupine, 6-
amino-penicilanske kiseline c¢ijim je izdvajanjem
omoguéena proizvodnja polusintetskih penicilina koji
su nadiSli ogranicenja penicilina G. 1948. godine u

O

gradu Cagliari (Sardinija, Italija) iz Sredozemnog
mora izolirana je plijesan  Cephalosporium
acremonium  (kasnije = nazvana  Acremonium
chrysogenum) koja proizvodi cefalosporin C. Tek
1961. godine razvojem NMR (nuklearna magnetska
rezonancija) spektroskopije otkrivena je i njegova
struktura (Graham, 1995; Brakhage i sur., 2005).
Otkricem cefalosporina C razvila se cijela skupina
klinicki znacajnih  fB-laktama sa  sposobnoséu
prodiranja u gram-negativne bakterije i otporno$cu
prema f-laktamazama. Otkriveno je da ih proizvode i
gram-negativne i gram-pozitivne bakterije. Pokazalo
se da gram-pozitivna bakterija  Streptomyces
clavuligenes proizvodi klavulansku kiselinu 1
cefamicin C, derivat cefalosporina te da gram-
negativna  bakterija  Lysobacter  lactamgenus
sintetizira cefabacine. Industrijska proizvodnja
penicilina i cefalosporina postigla se primjenom
Penicillium chrysogenum i Acremonium
chrysogenum. Najve¢i uspjeh u  otkrivanju
molekularne regulacije biosinteze p-laktama u
plijesnima postignut je primjenom Aspergillus
nidulans, plijesni iz razreda askomiceta koje prolaze
spolni ciklus (Brakhage i sur., 2005).

Kemijska struktura i svojstva -laktama
Penicilinski antimikrobni lijekovi

Osnovna gradevna jedinica molekule penicilina je
kemijski nestabilna 6-aminopenicilanska kiselina
koja u svojoj molekuli sadrzi jedan tiazolidinski
prsten i jedan B-laktamski prsten koji su osnova
antibakterijskih svojstava penicilina (Slika 1.)
(Fagerquist i Lightfield, 2003).

Slika 1. Osnovna struktura penicilinskih antimikrobnih lijekova (Strohl, 1997)
Fig. 1. Basic structure of penicilline antimicrobal drugs (Strohl, 1997)

Penicilin je slaba organska kiselina, netopljiva u vodi
(Kunec-Vaji¢ i1 sur.,, 1993). Djelovanjem enzima
mikroorganizama  B-laktamaze (penicilinaze) i
amidaze penicilini podlijezu razgradnji. Cijepanjem
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B-laktamskog prstena (C-N veze na C7-atomu)
nastaje penicilinska kiselina i gubi se antibakterijska
aktivnost penicilina.
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Kiseli radikal na aminoskupini (R-NH) pB-laktamskog
prstena moze se odcijepiti pomoc¢u enzima amidaze.
Tako nastaje 6-aminopenicilanska kiselina koja je
polazna supstanca za sintezu polusintetskih penicilina
(Kunec-Vaji¢ 1 sur., 1993). Acilni ostatak
aminoskupine  ove kiseline je ovisno o
fermentacijskom mediju promjenjiv te se dodavanjem
raznih radikala dobivaju penicilini s razli¢itim
spektrom djelovanja (Slika 2.).

Danas se 6-aminopenicilanska kiselina proizvodi
hidrolizom penicilina G ili penicilina V djelovanjem
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enzima penicilin acilaza ili kemijskim metodama, Sto
je puno efikasnije od postupka fermentacije (Graham,
1995). Fizikalno-kemijska svojstva penicilina mogu
se takoder mijenjati, i to supstitucijom vodika u
karboksilnoj skupini. Zamjenom vodika kalijem ili
natrijem dobivaju se dobro topljive soli penicilina
koje su u suhom stanju stabilne i koriste se u
proizvodnji  farmaceutskih  preparata.  Otopine
penicilina su vrlo nestabilne te se moraju pripremati
neposredno prije kemijske analize (Kunec-Vaji¢ i sur.,
1993).
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Slika 2. Kemijska struktura penicilinskih antimikrobnih lijekova (Graham, 1995)
Fig. 2. Chemical structure of penicilline antimicrobal drugs (Graham, 1995)

Zbog prisutnosti Cetveroclanog prstena penicilinski
antimikrobni lijekovi su izrazito termolabilni te
skloni izomerizaciji u kiselom okruzenju, pa je
tijekom postupka pripreme uzorka potreban poseban

oprez kako bi se sprijecila razgradnja ovih spojeva.
Vrijeme poluraspada benzil penicilina (penicilina G)
pri pH 1-2 i 20 °C je 20 minuta (Holstege i sur.,
2002.) Osobito je nestabilan u kiseloj sredini Zeluca
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pa nije u¢inkovit ako se primjenjuje oralno. Takoder,
izrazito je osjetljiv na djelovanje [-laktamaze i
relativno je neaktivan protiv gram-negativnih
bakterija. Stoga je svrha proizvodnje polusintetskih
penicilinskih analoga pronalazak supstance koja
nadilazi ova ograni¢enja penicilina G.

Osjetljivost prema kiselinama prvenstveno je
rezultat velike torzijske napetosti biciklickog
sistema penicilina G. U kiseloj sredini napetost se
smanjuje otvaranjem cCetveroclanog prstena. Osim
toga, karbonilna skupina B-laktamskog prstena je
podlozna nukleofilnom napadu i stoga visoko
reaktivna. Nestabilnosti u kiseloj sredini doprinosi
i acilna skupina koja aktivno sudjeluje u
mehanizmu otvaranja B-laktamskog prstena. Kada

2

H
W/N
O

R

/

A

bi za karbonilnu skupinu bila vezana skupina s
dobrim  sposobnostima odvlacenja  elektrona
smanjila bi se nukleofilnost karbonilnog kisika.
Tako primjerice penicilin V na acilnom ostatku
ima elektronegativan kisik s efektom odvlacenja
elektrona pa je stabilnost ovog spoja u kiseloj
sredini zeluca visoka i moguc¢a je njegova oralna
primjena. Medutim, penicilin V je kao i penicilin G
osjetljiv. na djelovanje [-laktamaze i1 pokazuje
slabiju aktivnost. Ampicilin i amoksicilin pokazuju
bolju aktivnost prema gram-negativnim
bakterijama te zahvaljuju¢i amino skupini bolju
stabilnost prema kiselinama, ali su kao i penicilin
G osjetljivi na djelovanje P-laktamaze (Graham,
1995).

OH

Slika 3. Kemijska struktura 7-amino-cefalosporinske kiseline (Graham, 1995)
Fig. 3. Chemical structure of 7-aminocephalosporine acid (Graham, 1995)

Cefalosporinski antimikrobni lijekovi

Iz kulture plijesni aktinomiceta izolirana su tri
cefalosporina: P, N i C. Cefalosporin C je derivat 7-
amino-cefalosporinske kiseline koja sadrzi jedan
dihidrotiazinski i jedan B-laktamski prsten (Slika 3)
(Kunec-Vaji¢ i sur.,, 1993).Danas se proizvode
polusintetski derivati 7-amino-cefalosporinske
kiseline dodavanjem bo¢nog lanca na jezgri
cefalosporina C 1 to na mjestu 7-aminoacilnog
ogranka R? (cefalotin) ili 3-acetoksimetilnog ogranka
R' (cefaleksin, cefaloridin (Slika 4). Cefalosporinske
analoge nije kao penicilinske moguce proizvesti
procesom fermentacije vec se 7-
aminocefalosporinska kiselina iskljuc¢ivo proizvodi
kemijskom hidrolizom cefalosporina C (Graham,
1995). Cefalosporinski antimikrobni lijekovi su
topljivi u vodi i razmjerno stabilni u kiselini.
Kemijska svojstva su sli¢na svojstvima penicilina, ali
cefalosporini su stabilniji na temperaturne promjene i
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promjene pH sredine. Opéenito je njihova aktivnost
slabija u usporedbi s penicilinima, ali imaju Siri
raspon djelovanja. Osjetljivost na B-laktamaze im je
razlicita (Rang, 20006).

Cefalosporin C je zbog polarnosti bocnog lanca tesko
izolirati. Njegov potencijal je ¢ak sto puta slabiji od
penicilina G, ali je njegova antibakterijska aktivnost
ujednadeno usmjerena prema gram-negativnim i
gram-pozitivnim bakterijama. Relativno je stabilan
na kiselinsku hidrolizu, ne apsorbira se pri oralnoj
primjeni i pokazuje vecu stabilnost prema [-
laktamazi od penicilina G (Graham, 1995).
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Slika 4. Kemijska struktura cefalosporinskih antimikrobnih lijekova (Graham, 1995)
Fig. 4. Chemical structure of cefalosporine antimicrobal drugs (Graham, 1995)

Cefamicini su cefalosporinski antimikrobni lijekovi
dobiveni supstitucijom metoksilnom skupinom na 7
ugljikovom atomu -laktamskog prstena (Rang,
2006). Roditeljska molekula cefamicin C izolirana je
iz kulture bakterije Streptomyces clavuligerus i prvi
je B-laktam izoliran iz bakterijskog izvora (Oster i
sur., 2006). Natrijeve soli cefamicina su dobro
topljive u vodi, metanolu i etanolu i netopljive u
ostalim organskim otapalima. Cefamicini su stabilni
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pri pH 2-8 (Weinstein 1 Wagman, 1978).
Modifikacijom bo¢nog lanca cefamicina C dobiven je
cefoksitin koji, zahvaljujuéi izrazitoj otpornosti na
djelovanje [-laktamaza, pokazuje najSiri spektar
aktivnosti od svih cefalosporina (Slika 5). Smatra se
da je povecana otpornost rezultat sterickih smetnji od
dodatne metoksilne skupine. Cefoksitin je stabilan na
hidroliticke enzime i slabo se apsorbira u Zelucu pa se
primjenjuje venozno (Graham, 1995).

0~ OH

Cefoksitin

Slika 5. Kemijska struktura cefamicina C i cefoksitina (Graham, 1995)
Fig. 5. Chemical structure of cefamycine and cefoxytine (Graham, 1995)
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Mehanizam djelovanja B-laktama i primjena
Penicilinski antimikrobni lijekovi

Penicilini u terapijskim koncentracijama djeluju
baktericidno inhibiraju¢i sintezu stanicne stijenke
bakterija. Nakon vezanja za specificne proteinske
receptore bakterija (penicillin binding proteins, PBP),
penicilin inhibira transpeptidacijski enzim koji
poprecno povezuje peptidne lance pri¢vrSéene na
peptidoglikansku okosnicu. Na kraju, penicilin
inaktivira inhibitore enzima autolize u stani¢noj
stijenci Sto uzrokuje raspadanje bakterije (Rang,
20006).

Penicilini su iznimno vazni za antibakterijsku
kemoterapiju, cesto u kombinaciji s drugim
antimikrobnim  lijekovima. Penicilini s uZzim
spektrom djelovanja (penicilin G 1 V) djeluju dobro
na gram-pozitivne bakterije (streptokoke,
pneumokoke, bacil antraksa, klostridije, listerije).
Djeluju i na gram-negativne koke (meningokok i
gonokok) i gram-negativne anaerobe te na spirohete i
aktinomicete. Penicilini s proSirenim spektrom
djelovanja (aminopenicilini; ampicilin, amoksicilin)
djeluju protiv nekih gram-negativnih bakterija na
koje penicilin G ne djeluje. To su Salmonella,
Shigella i Haemophilus, pa Escherichia coli i Proteus
mirabilis. Spektar je §iri 1 prema gram-pozitivnim
uzroCnicima enterokokima 1 listerijama. Predstavnici
aminopenicilinske skupine uspjesno se primjenjuju u
infekcija gornjeg respiratornog trakta (sinusitis,
akutna  egzacerbacija kroni¢nog bronhitisa i
epiglotitis), urinarnog  trakta, kod akutnog
bakterijskog meningitisa kod djece te kod infekcija
salmonelama. U lije¢enju infekcija uzrokovanih
stafilokokima (prvenstveno S. aureus) vazna je
otpornost antimikrobnih lijekova na B-laktamaze. U
tu svrhu razvijeni su penicilini otporni na djelovanje
stafilokokne p- laktamaze: meticilin, oksacilin,
kloksacilin i dikloksacilin (Kunec-Vaji¢ i sur., 1993).

Cefalosporinski antimikrobni lijekovi

Cefalosporinski ~ antimikrobni  lijekovi  poput
penicilina djeluju na izgradnju stani¢ne stijenke
bakterija, ali rijetko podlijezu razgradnji B-
laktamazama. Obic¢no se primjenjuju kao zamjena za
peniciline u lijeCenju infekcija uzrokovanih gram-
negativnim bakterijama te u profilaksi pri kirurSkim
zahvatima (Seol i sur., 2010).

Cefalosporini se dijele u cetiri skupine. Prvoj
generaciji pripadaju cefapirin, cefalotin, cefazolin,
cefaleksin i cefadroksil koji su djelotvorni protiv
gram-pozitivnih koka, a djeluju i na E. Coli,
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Klebsiella pneumoniae 1 Proteus mirabilis. Najcesce
se koriste u lijeCenju dermatitisa uzrokovanog
vrstama Staphylococcus. Cefaleksin 1 cefazolin se
prvenstveno koriste kod koznih infekcija uzrokovanih
streptokokima i bakterijom Staphylococcus aureus te
za bakterijski endokarditis uzrokovan vrstama
Streptococcus viridans 1 Staphylococcus aureus. U
drugu generaciju svrstavaju se cefuroksim, cefoksitin,
cefaklor i cefamandol koji se primjenjuju protiv istih
uzroc¢nika kao predstavnici prve generacije, ali su
otporniji na B-laktamaze gram-negativnih uzroc¢nika.
Treéu generaciju c¢ine cefoperazon, cefotaksim,
ceftazidim i cefriakson koji su manje aktivni protiv
gram-pozitivnih  koka od predstavnika prve
generacije, ali su mnogo djelotvorniji protiv gram-
negativnih uzro¢nika. Najvaznija je indikacija
lijeCenje meningitisa uzrokovanog gram-negativnim
aerobima (Kunec-Vaji¢ i sur., 1993). Cefalosporini
Cetvrte generacije su cefepim, cefpirom i cefkvinom,
a karakterizira ih otpornost na stafilokoknu J-
laktamazu, [-laktamaze enterobakterija 1 vrste
Pseudomonas aeruginosa (Seol i sur., 2010).

Cefamicini su djelotvorni protiv gram-negativnih i
gram-pozitivnih bakterija ukljucuju¢i Staphylococcus
aureus,  Bacillus  subtilis,  Proteus  vulgaris,
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Salmonella
typhimurium 1 Alcaligenes  faecalis. Prema
Pseudomonas aeruginosa pokazuju slabu aktivnost
(Weinstein i Wagman, 1978; Graham, 1995).

Biosinteza f-laktama

Klasi¢ni B-laktamski antimikrobni lijekovi (penicilini
i cefalosporini) su izolirani iz sojeva razli¢itih plijesni.
Dugo vremena se mislilo da prokarioti ne mogu
sintetizirati ove strukture. Danas se zna da
aktinomicete sintetiziraju penicilin N, cefalosporin C
i cefamicine te da cCak i1 neke gram-negativne
zemljiSne bakterije sintetiziraju molekule nekih
cefalosporina.

Prva dva koraka biosinteze penicilina i cefalosporina
su identi¢na. Svi prirodni penicilini i cefalosporini
koje  proizvode eukariotski ili  prokariotski
mikroorganizmi se sintetiziraju iz tri aminokiseline:
L-a-aminoadipinske kiseline (L-a-AAA), L-cisteina i
L-valina. Kod plijesni L- a-AAA potjece iz
specificnog amino adipatskog puta sinteze lizina.
Takoder, moze nastati kataboliCkom razgradnjom
lizina iako ovaj put jo§ nije sasvim razjasnjen. U
prvoj reakciji biosinteze prekursori aminokiselina se
kondenziraju u tripeptid 6-(L-a-aminoadipoil)-L-
cisteinil-D-valin (ACV). Ovu reakciju Kkatalizira
enzim 0-(L-a-aminoadipoil)-L-cisteinil-D-valin
sintetaza (ACV sintetaza). Iduca reakcija je
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oksidativno zatvaranje prstena linearnog tripeptida u
biciklicki prsten, CetveroClani p-laktamski prsten
pridruzen peteroclanom tiazolidinskom prstenu.
Ciklizacija ukljucuje dva desaturacijska stupnja u
kojima je kisik akceptor vodika, a Fe* je kofaktor.
Ovu reakciju katalizira enzim izopenicilin N sintetaza,
a nastali spoj izopenicilin N (IPN) posjeduje slabu
antibakterijsku aktivnost te je stoga prvi bioaktivni
meduprodukt biosinteze penicilina i cefalosporina. U
trecem, zavrSnom koraku biosinteze penicilina,
djelovanjem enzima acil koenzim A, izopenicilin N
aciltransferaze hidrofilni L-0-AAA lanac
izopenicilina N zamjenjuje se hidrofobnom acilnom
skupinom. Biosintetski put mnogih B-laktama se
odvodi iz metabolickog puta biosinteze penicilina.
Ako se u kultivacijsku sredinu dobavlja feniloctena
ili fenoksioctena kiselina sinteza se direktno
preusmjerava prema proizvodnji penicilina G i V.
Proizvodnja hidrofobnih penicilina otkrivena je samo
u plijesnima, osobito u P. Chrysogenum i A. Nidulans,
dok hidrofilne cefalosporine proizvode i plijesni i
bakterije, A. chrysogenum 1  Streptomyces
clavuligerus.

Prvi korak biosinteze cefalosporina je sinteza
penicilina N reakcijom izomerizacije L-a-AAA
bo¢nog lanca izopenicilina N u D-enantiomer. Ova
reakcija je katalizirana sustavom izopenicilin N
epimeraza. Penicilin N je prekursor antimikrobnih
lijekova koji sadrze cefemsku jezgru (cefalosporini i
cefamicini).  Penicilin N  se  djelovanjem
deacetoksicefalosporin C sintetaze prevodi u
deacetoksicefalosporin C (DAOC). Ova korak
ukljucuje  oksidativno otvaranje tiazolidinskog
prstena 1 zatvaranje u SesteroClani dihidrotiazinski
prsten koji je Kkarakteristika svih cefalosporina.
Mehanizam ove reakcije je vrlo slican onom pri
formiranju izopenicilina N i takoder zahtijeva kisik
kao kosupstrat i Fe** kao kofaktor. Slijedeéi stupanj
je oksidacija 1 hidroksilacija 3- metilne skupine
deacetoksicefalosporina C u deacetilcefalosporin C
(DAC); posljednji zajednicki metabolit u biosintezi
cefalosporina i cefamicina. Ovu reakciju katalizira
enzim DAOC sintetaza/DAC hidroksilaza koji je
pronaden u Streptomyces clavuligerus. U posjednjem
koraku biosinteze cefalosporina C, acetilni ostatak
acetil koenzima A se djelovanjem enzima acetil
koenzim A deacetilcefalosporin C acetiltransferaze
prebacuje na hidroksilnu skupinu
deacetilcefalosporina C (Brakhage i sur., 2005).
Biosinteza cefamicina pretezito je istrazivana na S.
clavuligerus, ali detaljan slijed reakcija koje dovode do
7-o-metoksilacije nije dovoljno razjasnjen. U prvom
stupnju deacetilcefalosporin C se djelovanjem enzima
3-hidroksimetilcef-3-em O-karbamoiltransferaze
karbamoilira na C-3 u O-karbamoildeacetilcefalosporin

C (OCDAC). Potom se djelovanjem OCDAC
hidroksilaze OCDAC hidroksilira na C-7 u 7-0-
hidroksi-OCDAC. U posljednjem koraku biosinteze
cefamicina hidroksilna skupina na C-7 se djelovanjem
cefamicin C sintetaze metilira metilnom skupinom
metionina u cefamicin C (7-metoksicefalosporin) (Oster
i sur., 2006; Brakhage i sur., 2005).

Postupci odredivanja p-laktama

Antimikrobni lijekovi su kemoterapeutici koji imaju
iroku primjenu u humanoj, veterinarskoj i stoc¢arskoj
praksi. Kako je ve¢ navedeno, B-laktami se Siroko
koriste u veterinarskoj praksi kao promotori rasta,
kemoterapeutici te u terapiji Zivotinja (European
Medicines Agency, 2008). Primjena antibakterijskih
lijekova u Zivotinja koje se koriste kao hrana moze
rezultirati ostatcima tih lijekova u mesu i mesnim
preradevinama te mlijeku i jajima te je njihovo
odredivanje nuzno. Obzirom da se izrazito puno
koriste u tretmanu mastitisa B-laktami su najCesSce
utvrdeni antimikrobni lijekovi u mlijeku (Msagati i
Nindi, 2007; Bilandzi¢ i sur., 2011).

Unosenje antimikrobnih lijekova u ljudski organizam
hranom, osobito je opasno zbog njihove direktne
toksi¢nosti odnosno kancerogenosti, utjecaja na
sastav crijevne mikroflore, mogucih alergijskih
reakcija u senzibiliziranih ljudi, te pojave otpornosti
pojedinih patogenih mikroorganizama. U svrhu
zaStite zdravlja potroSaca 1 osiguranja kvalitetne
proizvodnje Europska Unija je Direktivom (European
Commission, 2010) utvrdila najvece dopustene
koli¢ine (NDK) ostataka antimikrobnih lijekova u
hrani Zzivotinjskog podrijetla. U skladu s time u
Hrvatskoj su ostatci veterinarskih lijekova odredeni
Pravilnikom o farmakoloski djelatnim tvarima i
njihovoj klasifikaciji u odnosu na najvece dopustene
koliCine rezidua u hrani zZivotinjskog podrijetla (N. N.
21/2011). U Tablici 1 prikazane su vrijednosti NDK
vrijednosti ostatka pojedinih B-laktama u hrani
zivotinjskog porijekla.
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Tablica 1. Pregled najvecih dopustenih koli¢ina (NDK, pg/kg) ostataka -laktama prema Pravilniku o farmakoloski djelatnim tvarima i
njihovoj klasifikaciji u odnosu na najveée dopustene koli¢ine rezidua u hrani Zivotinjskog podrijetla (N. N. 21/2011)
Table 1. Maximal residual limits (MRL, pg/kg) of B-lactames due to Ordinance on pharmacologically active substances and there
classification regarding maximum residue limits in foodstuffs of animal origin (Official Gazette 21/11)

B-laktami Zivotinjska vrsta Misi¢ Jetra Bubreg l\t/{(aiitz)o Mlijeko

PENICILINI

Benzilpenicilin sve 50 50 50 50 4
Ampicilin sve 50 50 50 50 4
Amoksicilin sve 50 50 50 50 4
Oksacilin sve 300 300 300 300 30
Kloksacilin sve 300 300 300 300 30
Dikloksacilin sve 300 300 300 300 30
CEFALOSPORINI

Cefaleksin goveda 200 200 1000 200 100
Cefapirin goveda 50 100 50 60
Cefazolin goveda, ovce, koze - - - - 50
Ceftiofur sve 1000 2000 6000 2000 100
Cefalonij goveda - - - - 100
Cefoperazon govedo 50
Cefacetril govedo 125
Cefkvinom govedo 50 100 200 50 20

Metodologija odredivanja B-laktama u bioloskim
tkivima zapocinje kao i kod brojnih antimikrobnih
lijekova, ekstrakcijom puferima na bazi soli. Vodeni
ekstrakt se koncentrira i proc¢iSéuje najCeSCe na
kolonama za kruto faznu ekstrakciju (SPE).
Prisutnost slobodne karboksilne skupine ¢ini f-
laktame snaznim organskim kiselinama, osim
amoksicilina i ampicilina koji zbog amino skupina
imaju amfoterna svojstva, te se kao izrazito polarne
komponente teSko ekstrahiraju organskim otapalima
(Stolker i sur., 2007).

Metode utvrdivanja ostataka antibakterijskih lijekova
mogu biti kvalitativne (mikrobioloski i imuno-
enzimatski testovi) te kvantitativne (pojedini imuno-
enzimatski  testovi, plinska i  tekucinska
kromatografija) (Mulali¢ i1 sur., 2006). U svrhu
odredivanja ostataka B-laktama u hrani zivotinjskog
podrijetla odnosno u svrhu screeninga i utvrdivanja
sumnjivih uzoraka primijenjuju se mikrobioloske
metode kao $to su STAR protokol, Premi i Delvo test
te NAT test (Gaudin i sur., 2004; Stead i sur., 2008;
Pikkmaat i sur., 2009). Identifikacija i detekcija,
odnosno  kvanifikacija B-laktama moguca je
primjenom tekuc¢inske kromatografije s UV
detekcijom ili fluorescentnom detekcijom nakon
postupka derivatizacije. Medutim, vecina analitickih
metoda razvijenih za kvantitativnu analizu -laktama
u hrani danas se temelji na tekucinskoj kromatografiji
spektrometrije = masa  (LC-MS), tekucinskoj
kromatografiji tandemske spektrometrije masa (LC-
MS/MS) ili tekuéinskoj kromatografiji spektrometrije
masa u stupici iona (LC-IT-MS/MS) (Di Corcia i
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Nazzari, 2002; Balizs 1 Hewitt, 2003; Stolker 1 sur.,
2007). Kod tandemske spektrometrije masa
ekstrakcija analita temelji se na tekuéinsko faznoj
ekstrakciji, npr. s acetonitrilom, nakon cega slijedi
ultrafiltracija, dok se kod jednostavne MS detekcije
koriste  razliCiti  koraci  tekucinsko-tekucinske
ekstrakcije poput dodatka acetonitrila kako bi se
sprijeCilo vezanje analita na proteine, a potom
ekstrakcija s pogodnim otapalom (Blanchflower i sur.,
1994).

Na temelju objavljenih studija, najbolji ucinak
kromatografskog odjeljivanja i najbolja osjetljivost
masenog spektrometra postize se dodatkom mravlje
kiseline u mobilnu fazu. Da bi se primjenom
tandemske spektrometrije masa postigla najveca
osjetljivost potrebno je odabrati to¢no odredeni ion za
identifikaciju, dok se  primjenom  masene
spektrometrije u stupici iona (LC-IT-MS) omogucuje
dobivanje punog masenog spektra pri najvecoj
osjetljivosti instrumenta. Holstege i sur. (2002.)
opisali su LC-IT-MS/MS metodu za odredivanje 7 -
laktama u mlijeku, medutim zbog primjene kemijske
ionizacije pri atmosferskom tlaku (APCI) metoda se
nije pokazala dovoljno osjetljivom iako je znatno
smanjen matriks efekt.

Kod primjene tekucinske kromatografije
spektrometrije masa s ionizacijom elektrorasprSenjem
u pozitivnom nacinu rada (LC-ESI(+)MS/MS)
postize se intenzivniji signal 1 veéi raspon
fragmentacije = molekula nego kod primjene
negativnog. Stoga se vec¢ina B-laktama odreduje ovim
na¢inom rada, osim kod analize ampicilina i
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amoksicilina kada se zbog amfoternog karaktera ovih
spojeva primjenjuje ESI negativan mod (Becker i sur.,
2003; Blanchflower i sur., 1994). Dalji korak u
razvoju je tekucinska kromatografija ultra visoke
djelotvornosti (UPLC) koja se danas se primijenjuje
za razvoj multirezidualnih metoda. Ova tehnika se u
visokorazvijenim analitickim laboratorijima
Europske unije koristi za odredivanje B-laktama i
drugih porodica antimikrobnih lijekova te omogucuje
poboljsane kromatografskog razdvajanja molekula
odnosno odredivanje veceg broja analita s visokom
osjetljivosc¢u (Stolker i sur., 2008).

Zakljucak

Beta-laktamski  antimikrobni lijekovi penicilini,
cefalosporini i monobaktamati se zbog snaznog
antimikrobnog djelovanja i vrlo niske toksi¢nosti
¢esto primijenjuju u humanoj i veterinarskoj medicini
u lijeCenju bakterijskih infekcija. U terapijskim
koncentracijama djeluju baktericidno inhibirajuéi
sintezu  stanicne stijenke bakterija. Fizikalno-
kemijska svojstva beta-laktama mogu se mijenjati
supstitucijom vodika u karboksilnoj skupini
penicilina, odnosno modifikacijom boc¢nog lanca
cefalosporina. Proizvodnjom polusintetskih beta-
laktama postignuta su poboljSanja  prirodnih
inicijalnih molekula penicilina G i cefalosporina C te
povecana otpornost na djelovanje p-laktamaze i
prosirenje spektra djelovanja. Tako je modifikacijom
bocnog lanca cefamicina C dobiven cefoksitin koji,
zahvaljujuéi izrazitoj otpornosti na djelovanje [-
laktamaza, pokazuje najsiri spektar aktivnosti od svih
cefalosporina. Penicilini su vazni za antibakterijsku
kemoterapiju, i Cesto se koriste u kombinaciji s
drugim antimikrobnim lijekovima. Cefalosporini se
obi¢no primjenjuju kao zamjena za peniciline u
lijeCenju infekcija uzrokovanih gram-negativnim
bakterijama te u profilaksi pri kirurskim zahvatima.
Ostaci  beta-laktama mogu zaostati u  hrani
zivotinjskog podrijetla, odnosno mesu i mesnim
preradevinama te mlijeku i jajima. UnoSenje u ljudski
organizam moze imati toksi¢ne ucinke, odnosno
utjecaj na sastav crijevne mikroflore, moguce
alergijske reakcije, te pojavu otpornosti prema
pojedinim patogenim mikroorganizmima. Obzirom
da se puno koriste u tretmanu mastitisa najcesce su
utvrdeni antimikrobni lijekovi u mlijeku. Stoga je
njihovo odredivanje u hrani Zivotinjskog podrijetla
nuzno i provodi se primjenom mikrobioloskih
metoda u svrhu utvrdivanja sumnjivih uzoraka, a
identifikacija i1 kvanifikacija najce$¢e se provodi
tekuc¢inskom kromatografijiom tandemskom
spektrometrijom masa.
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Summary

Antimicrobal drugs are chemotherapeutics with a wide spectrum of use in human and veterinary medicine and livestock
practice. Beta-lactams are the most widespread group of antimicrobal drugs and are most often used in human and veterinary
medicine in the treatment of bacterial infections due to their powerful antimicrobial activity and very low toxicity. They are
divided into the groups of penicillins, cefalosporins and monobactams. Penicillins are obtained from the filtrate of the mould
cultures Penicillium notatum and Penicillium chrysogenum, while cefalosporins are obtained from the filtrate of the
actinomycete cultures (Cephalosporium acremonium). Research has lead to the discovery of active groups of 6-amino-
penicillin acids, whose isolation has made it possible to produce semi-synthetic penicillins that have surpassed the limitations
of natural penicillin G. The physico-chemical properties of the beta-lactams can be altered by substituting hydrogen in the
carboxyl group of penicillins, i.e. in modifying the side chain of cefalosporin. This increases the resistance to the activity of -
lactamase and expands the spectrum of activity. Beta-lactams, in therapy concentrations, act as a bacteriocide by inhibiting the
synthesis of bacterial cell walls. Penicillins are important for antibacterial chemotherapy, often in combination with other
antimicrobal drugs. Cefalosporins are usually used as a replacement for penicillin in treating infections caused by gram-
negative bacteria and in prophylaxis for surgery. The use of beta-lactams in animals used for food can result in the residues of
these drugs in meat and meat products or milk and eggs. The introduction of antimicrobal drugs in the human body via food is
particularly dangerous due to their direct toxicity or carcinogenicity, influences on the composition of the intestinal microflora,
possible allergic reactions in sensitive people, and the appearance of resistance of individual pathogenic microorganisms, and
therefore their determination is necessary. Considering that they are widely used in the treatment of mastitis, they are the most
commonly determined antimicrobal drugs in milk. For the purpose of determining the residues of beta-lactams in food of
animal origin, microbiological screening methods are used, and liquid chromatography/tandem mass spectrometry is most
often used for identification and quantification.

Keywords: beta-lactames, chemotherapeutics, sinthesys, food of animal origin
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