Badania mikrobiologiczne wody
stosowanej do wytwarzania
produktow leczniczych

Woda w przemysle farmaceu-
biotechnologicz-
nym jest najczesciej stosowa-
nym surowcem i by¢é moze
najwazniejszym ze wszystkich

tycznym i

mediéw farmaceutycznych
wytwarzanych przez wytwor-
ce produktéow leczniczych.
Jest wykorzystywana w pro-
cesach fermentacji, ekstrakgji,
syntezy a takze jako rozpusz-
czalnik w procesach techno-
logicznych np. granulacji. Jest
surowcem bazowym dla wielu
gotowych produktéw, takich
jak np. szczepionki oraz le-
kow w postaci ptynnej, takze
zawiesin. Moze wystepowac
jako substancja pomocnicza
lub by¢ stosowana do rekon-
stytucji (przywracania posta-
ci) produktu leczniczego.
Woda jest uzywana w proce-
sach czyszczenia pomieszczen,
urzadzen i sprzetu, réwniez
jako rozpuszczalnik koncen-
tratow srodkéw dezynfekuja-
cych. Stanowi wazny skfadnik
podtozy mikrobiologicznych
stosowanych do hodowli
drobnoustrojow w laborato-
rium mikrobiologicznym kon-
troli jakosci.

Woda w wytworni farmaceu-
tycznej jest zwykle wykorzy-
stywana bezposrednio po
wytworzeniu, w odrdznieniu
od innych surowcéw stosowa-
nych w produkgji preparatéw
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leczniczych, ktére przed do-
puszczeniem do stosowania
podlegajg okreslonym bada-
niom.

Jako$¢ mikrobiologiczna wody
jako surowca do celéw farma-
ceutycznych, ze wzgledu na
mozliwos¢ pozostatosci zanie-
czyszczeh w gotowym produk-
cie, jest wazna nawet w tych
produktach leczniczych, z kté-
rych zostafa usunieta w trakcie
procesu technologicznego.
Wytwornie farmaceutyczne
oprocz systemoéw wody tzw.
0ogoélnego zastosowania, za-
leznie od potrzeb, posiadaja
systemy generowania wody
oczyszczonej, wody wysoko
oczyszczonej lub wody do
wstrzykiwan, o jakosci zgodnej
z wymaganiami obowiazuja-
cej farmakopei. Wody te réznia
sie stopniem czystosci, ktory
to parametr stanowi podsta-
we do uzycia okreslonej wody
do konkretnego zastosowa-
nia. Rodzaj stosowanej wody
powinien by¢ uzalezniony od
rodzaju i zamierzonego zasto-
sowania gotowego produktu
leczniczego oraz etapu wy-
twarzania, na ktérym jest ona
wykorzystywana.

Jakos¢ wody, zwiaszcza jakos¢
mikrobiologiczna, jest para-
metrem krytycznym w proce-
sie wytwarzania lekow i dlate-
go przemyst farmaceutyczny

Jadwiga Marczewska, Krystyna Mystowska*

przeznacza znaczne $rodki na
modernizacje i konserwacje
systemow oczyszczania wody.
Walidacja procesu wytwarza-
nia wody do celéw farmaceu-
tycznych, przechowywanie
i systemy rozprowadzania sa
integralng czescig przepisow
Dobrej Praktyki Wytwarzania.
Zgodnie z tymi przepisami
rurociagi wody oczyszczonej
stosowanej w procesach wy-
tworczych, tam gdzie jest to
wskazane, nalezy dezynfeko-
wac i sterylizowac¢ wg pisem-
nych procedur. Procedury te
oprécz opisu metody prze-
prowadzania tych zabiegow
powinny podawac¢ dopusz-
czalny poziom zanieczyszczen
mikrobiologicznych oraz spo-
séb postepowania w przypad-
ku ich przekroczenia [1, 2].
Surowcem do wytwarzania
wody do celéw farmaceutycz-
nych o czystosci farmakope-
alnej jest woda spetniajaca
wymagania dla wody prze-
znaczonej do spozycia dla lu-
dzi [3].

W Farmakopei Polskiej (FP)
[4] zamieszczono monografie
réznych rodzajow wody sto-
sowanej do celow farmaceu-
tycznych. Opisane s3 w nich
wymagania i sposoby ich
otrzymywania.

Wyrdznia sie wode do wstrzy-
kiwan produkcyjna oraz jato-

wga; wode oczyszczona pro-
dukcyjng i w pojemnikach
oraz wode wysoko oczyszczo-
ng. FP zawiera réwniez mo-
nografie wody stosowanej do
rozcienczania koncentratéw
do hemodializy.
Uzupetnieniem monografii
farmakopealnych sg wytyczne
Europejskiej Agencji Oceny
Produktow Leczniczych doty-
czace jakosci wody stosownej
w przemysle farmaceutycz-
nym, ktére okreslaja w jakiej
sytuacji poszczegdlne rodzaje
wody znajdujg zastosowane.
Dokument jest przeznaczony
dla przemystu farmaceutycz-
nego jako wskazéwka przy
wytwarzaniu substancji czyn-
nych i produktéw leczniczych
dla ludzi i zwierzat [5].

Na podstawie tych wytycz-
nych w tabelach 1i2 przedsta-
wiono minimalne wymagania
jakosci jakie powinna spetniac
woda stosowana w produk-
tach leczniczych niejatowych
i dla ktérych wymagania jest
jatowos¢. W tabeli 3 zamiesz-
Cczono wymagania czystosci
wody stosowanej w proce-
sach technologicznych pod-
czas wytwarzania produktéw
leczniczych, w ktérych nie jest
ona obecna w koncowej po-
staci leku.

W wytycznych EMEA [5]
oprécz informacji dotycza-



Tabela 1. Jakos$¢ wody stosowanej przy wytwarzaniu nie-
Jjatowych produktéw leczniczych

Niejatlowe produkty lecznicze

Minimum jakosci wody
do akceptaciji

Preparaty doustne Oczyszczona
Roztwory do rozpylania Oczyszczona*
Preparaty do stosowania na skore Oczyszczona**
Preparaty do nosa/uszu Oczyszczona
Preparaty dojelitowe/dopochwowe Oczyszczona

* W niektdrych chorobach np. mukowiscydozie, produkty lecznicze podawane
przez rozpylenie muszg by¢ jatowe i apirogenne. W takich przypadkach nalezy

uzy¢ WFI lub jatowej wody wysokooczyszczonej.

** W przypadku niektorych produktow weterynaryjnych np. preparaty do
dezynfekgji strzykdw wymion stosowane w weterynarii, akceptowalne moze
by¢ uzycie wody pitnej, gdy to uzasadnione i zatwierdzone po uwzglednieniu

zmiennosci sktadu chemicznego i jakosci mikrobiologicznej.

Tabela 2. Jakos$¢ wody stosowanej przy wytwarzaniu jato-

wych produktoéw leczniczych

Minimalna jakos$¢
Jatowe produkty lecznicze wody jaka moze by¢
zaakceptowana

Podawane pozajelitowo WFI
Oftalmiczne Oczyszczona
Roztwory do hemoﬁ!trgcji. ) WEI
Roztwory do hemodializofiltracji

Roztwory do dializy otrzewnowej WFI
Roztwory do irygacji WFI
Preparaty do nosa/uszu Oczyszczona
Preparaty do stosowania na skore Oczyszczona

Tabela 3. Jako$¢ wody stosowanej w procesach techno-
logicznych podczas wytwarzania produktéow leczniczych,
jesli nie jest ona obecna w koricowej postaci leku

Minimalna jakosci wody jaka

przed liofilizacjq jatowq

Produkcja moze by¢ zaakceptowana
Granulacja Oczyszczona*
Powlekanie tabletek Oczyszczona
Stosowana w formulacji

e R Oczyszczona
przed liofilizacjq niejatowg
Stosowana w formulacji WEI

* W przypadku niektorych prefikséw weterynaryjnych np. granulowane kon-

centraty moze by¢ akceptowalne uzyc
twierdzone, po uwzglednieniu sktadu

cych minimalnej jakosci wody
stosowanej przy wytwarzaniu
roznych rodzajow produktéw
leczniczych przedstawiono
wymagania dotyczace jakosci
wody jaka moze by¢ zaakcep-
towana przy myciu, ptukaniu
urzadzen, pojemnikéw i sys-
temoéw zamykajacych zalez-

ie wody do picia, gdy to uzasadnione i za-

chemicznego jakosci mikrobiologicznej.

nie od typu produktu np.
produkty lecznicze jatowe,
produkty posrednie, aktywne
substancje do celow farma-
ceutycznych (API) i etapu ptu-
kania, np.: wstepne, koncowe.
W dokumencie przedstawio-
no réwniez wymagania jako-
sci wody stosowanej podczas

Elix® Advantage
Systemy do oczyszczania wody

Najlepsza jakos¢ wody oczyszczonej na wyciggniecie reki

Mozesz polegac na jakosci wody dostarczanej przez system Elix!

(RO) i elektrodejonizacji (EDI) bez dodatkowych wktaddw zywic
jonowymiennych spetniajaca wymagania najwyzszych standardéw,
zapewniajac jednoczesnie niezmienng jej jakos¢

- Unikalna technologia gwarantuje uzyskanie czystej wody

przy minimalnych kosztach eksploatacyjnych

System Milliflex®

System Milliflex® w istotnym stopniu usprawnia
prace laboratorium otwierajac nowe mozliwosci:

- kontrakty prewencyjno-serwisowe
- opracowanie metody
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- sterylne ptyny do ptukania
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Potaczenie produktéw Milliflex oraz towarzyszacych im ustug

/1 usprawnia prace laboratorium
/1 podnosi poziom zabezpieczenia jakosci
/1 wdraza system catkowicie zgodny z wymaganiami GLP/GMP
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wytwarzania API biorac pod
uwage typ wytwarzania np.:

ekstrakcja zidt, pozywki fer-
mentacyjne, koncowa izolacja
i oczyszczanie oraz wymaga-
nia dla produktu.

Woda do wstrzykiwan

Jest to woda stuzaca do przy-
gotowania lekéw do podawa-
nia pozajelitowego.

W procesie technologicznym —
jako rozpuszczalnik — wykorzy-
stywana jest woda do wstrzy-
kiwan produkcyjna, zas do
rozpuszczania i rozcienczania
lekéw do podawania pozajeli-
towego stosowana jest woda
do wstrzykiwan wyjatowiona.

Woda do wstrzykiwan pro-

wstrzykiwan jest obecnos¢
endotoksyn bakteryjnych, kté-
rych zawarto$¢ dopuszcza sie
ponizej 0,25 1U/ml.

Woda do wstrzykiwan wyjato-

wiona

Jest to woda do wstrzykiwan,
ktdra zostata rozdozowana do
odpowiednich  pojemnikéw
i wyjatowiona.

Woda oczyszczona
Przeznaczona jest do wytwa-
rzania produktéw leczniczych,
ktédrym nie stawia sie
jednoczesnie wymagan jato-
wosci i apirogennosci.

Woda oczyszczona produk-
cyjna

dukcyjna
Wode do wstrzykiwan otrzy-

muje sie z wody przeznaczo-
nej do spozycia przez ludzi
lub z wody oczyszczonej na
drodze destylacji. Aby zapew-
ni¢ wiasciwa jakos¢ wody pro-
dukcyjnej wytwdrcy musza
stosowac zwalidowany proces
produkgcji i regularnie kontro-
lowac jej czystos¢ mikrobiolo-
giczna. Powinny by¢ ustalone
odpowiednie limity:

- ostrzegawczy, ktéry pozwo-
li na wczedniejsze wykrycie
zanieczyszczenia i zidentyfi-
kowanie rodzaju nieprawidto-
wosci w systemie przesytania
i wytwarzania wody;

- interwencyjny, ktérego
przekroczenie obliguje wy-
twoérce do podjecia ustalo-
nych dziatan opisanych w pro-
cedurach.

Poziom interwencyjny za-
lecany przez FP wynosi
10cfu/100 ml wody, wykrywa-
nych w badaniu metodg sacz-
kéw membranowych. Waznym
parametrem jakosci wody do
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Jest otrzymywana z wody
przeznaczonej do spozycia
przez ludzi jedna z metod ta-
kich jak np.: destylacja, wymia-
na jonowa czy tez odwrdcona
osmoza. Sposob przechowy-
wania i rozprowadzania wody
oczyszczonej produkcyjnej
musi zapewni¢ warunki za-
bezpieczajace przed wzrostem
drobnoustrojéw i wprowadze-
niem innych zanieczyszczen.
Podczas produkgji i przecho-
wywania nalezy kontrolowac
i monitorowac ilo$¢ drobno-
ustrojow. Nalezy ustali¢ odpo-
wiednie limity ostrzegawcze
i interwencyjne w zakresie licz-
by drobnoustrojéw.

Poziom interwencji zalecany
przez FP wynosi 100 cfu/1 ml.

Woda oczyszczona w pojem-

nikach

Jest to woda oczyszczona pro-
dukcyjna, ktéra zostata roz-
dozowana do odpowiednich
pojemnikéw, zapewniajacych
jej odpowiednig czysto$¢ mi-
krobiologiczna.

Woda wysoko oczyszczona
Przeznaczona jest do stoso-
wania przy wytwarzaniu pro-
duktéw leczniczych gdy po-
trzebna jest woda o wysokiej
jakosci biologiczne;j.

Wode wysoko oczyszczong
otrzymuje sie z wody spel-
niajacej wymagania dla wody
przeznaczonej do spozycia
dla ludzi, metoda podwdjnej
osmozy w potaczeniu z ultra-
filtracja i dejonizacja.

Zgodnie z zaleceniami FP ja-
ko$¢ mikrobiologiczna wody
wysoko oczyszczonej powin-
na by¢ regularnie monito-
rowana. Poziom interwencji
ustalony przez FP wynosi
10cfu/100 ml wody.

Badania mikrobiologiczne
wody

W wytwoérni farmaceutycznej
badanie wody zwykle jest
przeprowadzane jednocze-
$nie z procesem wytwarzania
produktu, a wyniki badan s3
dostepne dopiero po zakon-
czeniu tego procesu i otrzy-
maniu produktu gotowego.
Badania wody nie mozna po-
wtérzy¢ na tej samej probce
gdyz jest ona wytwarzana
i utrzymywana w systemie
zapewniajacym jej ciagfa ro-
tacja. Dlatego we wszystkich
monografiach wody do celow
farmaceutycznych, z wyjat-
kiem wody do wstrzykiwan
jatowej oraz wody oczysz-
czonej w pojemnikach, zale-
ca sie ustali¢ dopuszczalne
limity zanieczyszczenia mi-
krobiologicznego na pozio-
mie interwencji i dziatania
w celu zapewnienia odpo-
wiedniej jakosci wody i moz-
liwosci wczesnego podjecia
dziatan gdy tylko pojawi sie
problem.

Pobieranie préb do badan
Préby do badan powinny by¢
pobierane w sposéb aseptycz-
ny przez specjalnie wyszko-
lony personel. Zgodnie z pla-
nem pobierania préb, ktéry
okresla czestotliwos¢, miejsce
i wielko$¢ pobieranej proby.
Nalezy stosowac¢ oddzielne
pojemniki do badan mikro-
biologicznych i chemicznych.
Pobieranie préb powinno by¢
poprzedzone odkazeniem za-
woru, spuszczeniem i odrzu-
ceniem okreslonej objetosci
wody przed pobraniem pré-
by przeznaczonej do badan.
Proba powinna by¢ we wia-
$ciwy sposdb opisana. Nale-
zy zapisa¢ takie informacje
jak: data i miejsce pobrania,
numer zaworu, nazwisko lub
kod prébobiorcy, ewentualne
spostrzezenia i uwagi, ktérych
znajomos$¢ moze by¢ przydat-
na w interpretacji uzyskanych
wynikow.

Pobrane préby nalezy chronic
przed Swiattem i transpor-
towac oraz przechowywac
w odpowiedniej tempera-
turze. Jezeli transport préoby
trwa dtuzej niz 3 godz, to na-
lezy zadba¢ aby w tym czasie
préba byta przechowywana
w temperaturze 4-8°C. Czas
pomiedzy pobraniem préby
a rozpoczeciem badania mi-
krobiologicznego nie powi-
nien przekraczac 24 godzin.

Sprzet i podtoza stosowane
w badaniu

Szkto uzywane do badan po-
winno by¢ myte w zwalido-
wanym cyklu mycia, w myjni
lub
ktéry obejmuje: czyszczenie

automatycznej recznie,
mechaniczne, mycie pod bie-
z3cg woda, ptukanie woda
demineralizowanga i suszenie



w temp. 80°C. Nastepnym eta-
pem przygotowania szkta do
badan jest sterylizacja suchym
goragcym powietrzem w tem-
peraturze 160°C lub 180°C
odpowiednio przez 2 godziny
lub 30 minut.

Do badan nalezy stosowac
podfoza hodowlane zgodnie
z wymaganiami FP i opraco-
wanymi procedurami nadzo-
ru. (Nadzér nad podtozami
hodowlanymi zostat oméwio-
ny w LAB 6/2013) [6]. Zgodnie
z zaleceniami FP oraz normy
ISO 11133 [7] do sporzadzania
podtozy do hodowli drobno-
ustrojow powinna by¢ stoso-
wana woda oczyszczona.

Przeprowadzanie badan
Badania wody nalezy wyko-
nywaé¢ w pomieszczeniach

czystych laboratorium, wypo-
sazonych w tzw. boksy (szafy)
z laminarnym przeptywem
powietrza, chronigce prébe
przed zanieczyszczeniami ze
Srodowiska.

Metoda z wyboru do oznacza-
nia poziomu zanieczyszczenia
mikrobiologicznego wody
stosowanejw przemysle farma-
ceutycznym jest metoda z uzy-
ciem saczkdw membranowych
wykonywana zgodnie z opi-
sem FP w rozdziale ,Badanie
ilosciowe czystosci mikrobio-
logicznej produktow niejato-
wych” (2.6.12) oraz w rozdziale
2.6.1 dla wody do wstrzykiwan
wyjatowionej. (Farmakopealne
metody badan byty publiko-
wane w LAB 2/2014).

Aby oceni¢ ilosciowg zawar-
tos¢ drobnoustrojow, odpo-
wiednie objetosci pobranych
do badan préb wody nalezy
przesaczy¢ przez saczki o mi-
nimalnej wielkosci poréw
0,45 p. Nastepnie saczki umie-

$ci¢ na ptytkach zawieraja-
cych podtoze agarowe R2A,
gdy badana jest woda pro-
dukcyjna, zaréwno do wstrzy-
kiwan jak i oczyszczona. Do
przeprowadzenia badania
czystosci mikrobiologicznej
wody oczyszczonej w pojem-
nikach nalezy stosowac pod-
toze agarowe TSA. Natomiast

po przesaczeniu préb wody
w kierunku oceny jatowosci,
saczki umieszcza sie: jeden
w ptynnym podtozu tiogliko-
lanowym, drugi w bulionie ka-
zeinowo-sojowym. Te podtoza
pozwalaja na identyfikacje
bakterii beztlenowych oraz
grzybéw i bakterii tlenowych.
Podtoze agarowe wzrostowe

R2A jest stosowane do izola-
cji drobnoustrojow wyste-
pujacych w wodzie. Ma ono
zastosowanie do izolacji drob-
noustrojow uszkodzonych jak
réwniez tych rosnacych i tole-
rujgcych warunki niedoboru
substancji odzywczych. Bakte-
rie te zwykle wolno rosna i na
innych podfozach bogatych
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w substancje odzywcze ich
wzrost moze by¢ zdomino-
wany a nawet ttumiony przez
inne wspotwystepujace drob-
noustroje.

Podtoze agarowe TSA jest
podstawowym podtozem sta-
tym, na ktérym rosnie szeroka
gama drobnoustrojow o sto-
sunkowo niskich wymaga-
niach pokarmowych.
Inkubacje hodowli nalezy pro-
wadzi¢ przez 5 dni w tempe-
raturze 30°C-35°C. Jedynie
dla préob wody wyjatowionej
do wstrzykiwan okres inku-
bacji nie moze by¢ krotszy niz
14 dni zaréwno gdy przebiega
w temperaturze 30°C-35°C jak
i w temperaturze 20°C-25°C,
odpowiednio w podtozu tiogli-
kolanowym i w podfozu z hy-
drolizatem kazeiny.

Po okresie inkubacji, oceniajac
czystos¢ mikrobiologicznag na-
lezy policzy¢ wyroste na pod-
tozach statych mikroorgani-
zmy za$ w badaniach jatowosci
dokonac oceny zmetnienia lub
jego braku podtozy ptynnych,
$wiadczacym o dodatnim lub
ujemnym wyniku badania.

Interpretacja uzyskanych
wynikéw

Badanie wody do celéw farma-
ceutycznych pomimo pozor-
nej fatwosci ich wykonania, ze
wzgledu na duza réznorodnos¢
zrédet pozyskiwania wody, jak
rowniez ze wzgledu na uni-
kalne wihasciwosci chemiczne
wody, nie jest proste. Nie ma
czystej wody w przyrodzie, co
sprawia, ze w ,uniwersalnym
rozpuszczalniku” moga by¢
obecne réznorodne zwiazki.
Dane WHO wskazujg, ze istnie-
je ponad 90 mozliwych niedo-
puszczalnych zanieczyszczen
wody pitnej, w tym mikroorga-
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nizmy, ktére moga by¢ szcze-
golnie kiopotliwe poniewaz
moga bytowac i rozmnazac sie
w czystej wodzie pozbawionej
substancji odzywczych [7].
Obecnos¢ mikroorganizméw
jest przyczyna powstawania
biofilmu, ktéry stanowi barie-
re ochronng wobec srodkow
przeciwdrobnoustrojowych,
w tym srodkéw dezynfekcyj-
nych i biobojczych. Powstanie
biofilmu powoduje, ze nie jest
mozliwa eradykacja, utrzymu-
ja sie komorki przetrwate co
umozliwia przemieszczania
sie biofilmu i/lub rozsiew ko-
morek potomnych [9].

Tak wiec, interpretacja i ocena
uzyskiwanych wynikéw moze
sprawiac trudnosci z powodu
ich zmiennosci powodowanej
mozliwosciag wystepowania
roznorodnej flory bakteryjnej
a czestoz powodu wystepowa-
nia w wodzie drobnoustrojéw,
ktére nie daja sie hodowac.

W przypadku uzyskania wyni-
kow niezgodnych z zatozony-
mi limitami nalezy przeprowa-
dzi¢ proces wyjasniajacy, ktory
pozwoli zidentyfikowac przy-
czyny niepowodzenia i pod-
jac okreslone dziatania. W tym
celu nalezy opisac¢ szczeg6to-
wo zaistnialg sytuacje poda-
jac: date, miejsce lub miejsca
pobrania, osobe pobierajaca
i warunki transportu préb do
laboratorium. Jednoczesnie
nalezy podja¢ dziatania w celu
wykluczenia lub stwierdzenia
btedu w dziatalnosci same-
go laboratorium, ktéry moégt
mie¢ wptyw na uzyskany wy-
nik. Nalezy sprawdzi¢ wszyst-
kie zapisy dotyczace uzytych
materiatéw, wynikéw kontroli
srodowiska prowadzenia ba-
dan, zastosowania wiasciwych
procedur metodycznych.

Réwnoczesnie dziatania wy-
jasniajace sa prowadzone
na wydziale produkcyjnym,
z ktérego pochodzita proé-
ba niespetniajgca wymagan.
Sprawdzane sg wszystkie do-
kumenty zwigzane z wytwa-
rzaniem partii wody niespet-
niajacej wymagan jakosci.
Jesliw trakcie dziatan wyjasnia-
jacych zostanie wykluczony
btad laboratoryjny w ocenie ja-
kosci mikrobiologicznej wody,
woéwczas jest uruchamiana
procedura sanityzacji stacji wy-
twarzania wody. W celu spraw-
dzenia skutecznosci podjetych
dziatan sg pobierane proby
w kierunku oznaczenia czysto-
$ci mikrobiologicznej wody.

W dalszym etapie postepowa-
nia przeprowadza sie analize
ryzyka wptywu uzytej wody
na jakos$¢ catej serii wszystkich
wytworzonych produktéw
i przeprowadza kontrole mi-
krobiologiczna produktéw, do
wytworzenia ktérych zostata
uzyta woda o parametrach
niezgodnych z przyjetymi wy-
maganiami.

Celem postepowania wyja-
$niajgcego przeprowadzone-
go zaréwno w laboratorium
jak i na wydziale produkcyj-
nym jest wykrycie przyczyny
uzyskania wyniku niezgod-
nego z przyjetymi kryteriami
i wprowadzenie dziatan kory-
gujacych i zapobiegawczych,
ktére wyeliminujg przyczyne
powstania wyniku niezgodne-
go i pojawienia sie go ponow-
nie w przysztosci.
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