Przydatnosc¢ farmakopealnych metod
mikrobiologicznych w aspekcie badan
czystosci mikrobiologicznej produktow

leczniczych niejatowych
- PROTOKOL i RAPORT

W poprzednim numerze LAB
(4/2016) przedstawitysmy ar-
tykut dotyczacy wykonania
badania przydatnosci meto-
dy badania czystosci mikro-
biologicznej preparatéw nie-
jatowych.

Artykut miat posta¢ SOP, do
ktorej dotaczono 3 zatacz-
niki:

1. Przygotowanie miano-
wanych zawiesin oraz roz-
cienAczeh szczepdw wzorco-

wych;

2. Schemat badania przy-
datnosci dla metody iloscio-

wej;

3. Schemat badania przy-
datnosci dla metody jako-

Sciowej.

Krystyna Mystowska, Katarzyna Bucata-Sladowska*

Pozostate zataczniki :

4. Protokdt z wykonania ba-
dania przydatnosci metody;
5. Raport;

przedstawiamy w tym nume-
rze na kolejnych stronach.
Wykonanie badania przy-
datnosci metod mikrobiolo-
gicznych pozwala uzyskiwac
wiarygodne i powtarzalne

wyniki, zmniejsza liczbe wy-
nikéw OOS i jest waznym ele-
mentem zapewnienia jakosci
badan.

* Mgr Krystyna Mystowska,
mgr Katarzyna Bucata-Sladow-
ska - Centrum Badar Mikrobio-
logicznych i Autoszczepionek
im. dr. Jana Bobra, Krakéw

Polskie Centrum Akredytacji

15 lat dzlatalmnoscd
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PROTOKOL PRZYDATNOSCI METODY Zatacznik nr 4 do SOP
PPM - 1/LABORATORIUM

PROTOKOL BADANIA PRZYDATNOSCI FARMAKOPEALNEJ METODY

BADANIA CZYSTOSCI MIKROBIOLOGICZNE)J

PREPARAT: Nazwa preparatu /posta¢, zawartosc substancji czynnej/

PRODUCENT: Przedsiebiorstwo Farmaceutyczne - Nazwa

DATA SPORZADZENIA PROTOKOLU:

Nazwa preparatu, zawartos$¢ substancji czynnej
Strona1z9
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PROTOKOL PRZYDATNOSCI METODY
PPM - 1/LABORATORIUM
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Nazwa preparatu, zawartos$¢ substancji czynnej

Zatacznik nr 4 do SOP
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PROTOKOL PRZYDATNOSCI METODY Zatacznik nr 4 do SOP

PPM - 1/LABORATORIUM

1. Opis preparatu

PREPARAT: Nazwa preparatu, posta¢, zawartos¢ substancji czynnej
NUMER SERII: seria 1, seria 2, seria 3
WYTWORCA: Przedsigbiorstwo Farmaceutyczne - Nazwa

SUBSTANCJA CZYNNA / SKLAD:
Nazwa substancji czynnej
FORMA (wymagania czystosci mikrobiologicznej wg farmakopei):
FP X - preparat doustny niezawierajacy wody
BADANIE WYKONANO METODA:
Bezposredniego posiewu

2. Uwagi odnosnie postepowania
2.1. Przydatnos¢ metody ilosciowej:
2.2. Przydatnos¢ metod jakosciowych:

W punktach tych opisujemy poszczegdlne etapy prowadzonych badan: wykorzystane szczepy wzorcowe, przygotowa-
nie mianowanych zawiesin, wykonanie nawazek i rozciericzen - zgodnie z procedura PRZYDATNOSC METODY FARMA-
KOPEALNEJ W ASPEKCIE BADAN CZYSTOSCI MIKROBIOLOGICZNEJ PRODUKTOW LECZNICZYCH NIEJALOWYCH

2.3. Kryteria akceptacji:
2.3.1. Przydatnos¢ metody ilosciowej:
2.3.2. Przydatnos¢ metody jakosciowej:

Kryteria akceptacji ustalane sg zgodnie z procedurg PRZYDATNOSC METODY FARMAKOPEALNEJ W ASPEKCIE
BADAN CZYSTOSCI MIKROBIOLOGICZNEJ PRODUKTOW LECZNICZYCH NIEJALOWYCH

3. Osoby odpowiedzialne za przeprowadzenie badania przydatnosci farmakopealnej
metody badania czystosci mikrobiologicznej
«  Zaprzygotowanie protokotu (imig i nazwisko, POAPIS) ...
«  Zasprawdzenie protokotu (imie i Nazwisko, POAPIS) ...
«  Zazatwierdzenie protokotu (imie i N@azwisko, POAPIS) ..o

4, Zastosowane podioza i rozpuszczalniki

NAZWA

Producent /
numer serii -

Producent /
numer serii -

do analizy 1 do analizy 2

Producent /
numer serii -
do analizy 3

Producent /
numer serii -
do analizy 4

Producent /
numer serii -
do analizy 5

Producent /
numer serii -
do analizy 6

Agar z hydrolizatem
kazeiny i soi

Agar Sabouraud z dekstrozg

Bulion z hydrolizatem
kazeiny i soi

Bulion Mac Conkeya

Agar z Mac Conkeya

Zbuforowany roztwor
chlorku sodu o pH 7

Nazwa preparatu, zawartos$¢ substancji czynnej
Strona3z9
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PROTOKOL PRZYDATNOSCI METODY Zatacznik nr 4 do SOP
PPM - 1/LABORATORIUM

5. Zastosowane szklo i materialy pomocnicze

Producent / | Producent / | Producent / | Producent / | Producent / | Producent /
NAZWA numer serii - | numer serii - | numer serii - | numer serii - | numer serii - | numer serii -
do analizy 1 | do analizy 2 | do analizy 3 | do analizy 4 | do analizy 5 | do analizy 6

Kolba ptaskodenna o pojemnosci
200 ml

Probdéwki o pojemnosci 20 ml
z plastikowymi korkami

Jednorazowe sterylne pipety

o pojemnosci 10 ml pojedynczo
pakowane

Gtaszczki jednorazowe, sterylne
Koncdéwki do pipety automatycznej
Ezy jednorazowe, sterylne

6. Zastosowane urzadzenia

NUMER
NAZWA PRODUCENT WEWNETRZNY
W SPISIE AKP*

NUMER SERII /
NUMER FABRYCZNY

Autoklaw laboratoryjny

Sterylizator na suche gorace powietrze
Szafa z nawiewem laminarnym
Densytometr

Waga laboratoryjna

System klimatyzacji wraz z czystymi pomieszczeniami
Wytrzasarka laboratoryjna

Lodowka

Cieplarka (30-35°C)

Cieplarka (20-25°C)

Cieplarka (43-45°C)

Wytrzasarka z taznig wodngq,

* APARATURA KONTROLNO-POMIAROWA

7. Zastosowane szczepy wzorcowe

NAZWA NUMER OZNACZENIE PASAZU
KOLEKCJI Analiza 1 Analiza 2 Analiza 3 Analiza 4 Analiza 5 Analiza 6
Staphylococcus aureus ATCC 6538
Bacillus subtilis ATCC 6633
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027
Escherichia coli ATCC 8739
Candida albicans ATCC 10231
Aspergillus brasiliensis ATCC 16404

Nazwa preparatu, zawartos$¢ substancji czynnej
Strona 4z 9
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PROTOKOL PRZYDATNOSCI METODY
PPM - 1/LABORATORIUM

8. Badanie przydatnosci metod ilosciowych
8.1. ANALIZA 1
Preparat:

Numer serii:
Data wykonania analizy:

Nazwa preparatu/ posta¢, zawartos¢ substancji czynnej/

seria 1

Zatgcznik nr 4 do SOP

KONTROLA
KONTROLA . a KONTROLA
KONTROLA PROBA WLASCI- REFERENCYJ-
ZAWIE- | "UiEuNa | PODATNIA | \ya' (rozcienczalnik X <2 | PRODUKTU | "Na (kontro- > 50 %
SINA (rozpusz- (rozpusz— 2 produktem -+ — brak (rozcne_n— la gestosci OD- oraz
DROBNO- ] czalnik bez . zahamo- czalnik - i <
czalnik bez zawiesina szczepu) X . zawiesiny ZYSK o
USTROJU roduktu produktu + -wania z produk- szczepu) (%) 200%
WZORCO- iZawiesiny zawiesina Zawartose wzrostu tem, bez ° TAK/
WEGO szczepu i TAK/NIE | zawiesiny | rozc. | rozc. NIE
szczepu) testowego) subst:';\ncu WYNIK szczepu) 105 | 106
w probce
0
3 19 41 1,8 TAK 57 TAK
S w
o 3
2 g 72 0,19 57 1,3 TAK 85 8 79 TAK
£3
{67)“ 0,01g 61 1,2 TAK 85 TAK
0
So 1g 30 1,8 TAK 56 TAK
ge
_cia 'c;,, 54 0,19 37 1,5 TAK 63 7 69 TAK
S5 S
()
ﬁ © 0,01 g 39 1,4 TAK 72 TAK
2 0 <10 1g 42 1,6 TAK <10 63 TAK
?—é b 67 0,19 45 1,5 TAK 75 8 67 TAK
=}
oo 0,019 50 1,3 TAK 75 TAK
g % 1g 35 1,2 TAK 83 TAK
S g 42 0,19 39 1,1 TAK 51 4 93 TAK
ST 0,01 g 40 1,1 TAK 95 TAK
3 2 1g 27 1,3 TAK 77 TAK
= cC
g% 35 01lg 30 | 1,2 TAK 44 3 86 TAK
Q@
<5 0,01 g 32 1,1 TAK 91 TAK
8.2. ANALIZA 2
Preparat: Nazwa preparatu /zawartos¢ substancji czynnej/
Numer serii:  seria 2
Data wykonania analizy:
8.3. ANALIZA 3
Preparat: Nazwa preparatu /postac, zawartos¢ substancji czynnej/
Numer serii:  seria 3
Data wykonania analizy:
8.4. WARUNKIINKUBACJI

Nazwa preparatu, zawartos$¢ substancji czynnej
Strona5z9

Bakterie — agar z hydrolizatem kazeiny i soi przez 3 dni w temp. 30-35°C, grzyby - agar Sabouraud z dekstroza
przez 5 dni w temp. 20-25°C
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PROTOKOL PRZYDATNOSCI METODY

Zatacznik nr 4 do SOP

PPM - 1/LABORATORIUM

8.5.

WNIOSKI

Badanie przydatnosci ilosciowej metody badania czystosci mikrobiologicznej PREPARATU X wykazato, ze produkt
ten nie powoduje dziatania hamujacego wzrost drobnoustrojow, odzysk kazdego z uzytych szczepéw wzorcowych
z roztworu badanego produktu obliczony dla kazdego z niezaleznych powtérzern w poréwnaniu z kontrolg jest
wiekszy niz 50%.

9. Badanie przydatnosci metod jakosciowych

9.1. ANALIZA 4
Preparat: Nazwa preparatu /posta¢, zawartos¢ substancji czynnej/
Numer serii:  seria 1
Data wykonania analizy:
ZAWIESINA KONTRO- KONTROLA DO- PROBA WEA- KONTROLA KONTROLA REFEREN-
LA UJEMNA . ‘. . PRODUKTU CYINA (kontrola gesto- WYNIK
DROBNO- . DATNIA (podtoza SCIWA (podtoza . . L
(podtoza bez (podtoza Sci zawiesiny szczepu) ZGODNY/
USTROJU bez produktu + z produktem +
produktu o oo z produktem, NIEZGOD-
WZORCO- i zawiesin zawiesina szczepu zawiesina bez zawiesin - s NY
WEGO y testowego) szczepu) Y| rozc. 10 rozc. 10
szczepu) szczepu)
Ocena makrosko- | Ocena makrosko-
powa — na agarze | powa — na agarze
Mac Conkey’a Mac Conkey’a
Escher/_ch/a brak wzrostu réozowe kolonie rézowe kolonie brak wzrostu a4 5 ZGODNY
coli otoczone czerwo- | otoczone czerwo-
ng strefg ng strefg
Ocena mikrosko- | Ocena mikrosko-
powa — PG (-) powa — PG (-)

9.2. ANALIZA S5

9.3.

9.4.

Preparat: Nazwa preparatu /postac¢ zawartos¢ substancji czynnej/

Numer serii:  seria 2

Data wykonania analizy:

ANALIZA 6
Preparat: Nazwa preparatu/zawartos¢ substancji czynnej/
Numer serii:  seria 3

Data wykonania analizy:

WARUNKI INKUBACJI

Escherichia coli

Bulion z hydrolizatem
kazeiny i soi - inkubacja 24 h
w temperaturze 30° — 35°C

Bulion Mac Conkey’a
inkubacja 24 h w temperaturze
430 — 450C

Agar Mac Conkey’a inkubacja
24 h w temperaturze
30° — 350C

9.5.

WNIOSKI

Badanie przydatnosci jakosciowej metody badania czystosci mikrobiologicznej PREPARATU X wykazato, ze pro-
dukt ten nie powoduje dziatania hamujacego wzrostu drobnoustrojéw.

Z zaszczepionych podtozy ptynnych wyizolowano szczep testowy na odpowiednich podtozach wybiérczych za-
rowno dla kontroli dodatniej jak i préby wtasciwej. Uzyskano zgodnos¢ wygladu kolonii na podtozach oraz zgod-
nosc¢ obrazu mikroskopowego pomiedzy préba wihasciwa a kontrolg dodatnia.

Nazwa preparatu, zawartos$¢ substancji czynnej
Strona 6 z 9
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PROTOKOL PRZYDATNOSCI METODY
PPM - 1/LABORATORIUM

10. Podsumowanie badania przydatnosci metod ilosciowych i jakosciowych

Zatgcznik nr 4 do SOP

Przydatno$¢ metod badania czystosci mikrobiologicznej metoda bezposredniego posiewu PREPARATU X w postaci
tabletek zostata przeprowadzona trzykrotnie na trzech réznych seriach preparatu.

Na podstawie uzyskanych wynikéw mozna wnioskowac, iz preparat nie wykazuje dziatania hamujacego wzrostu drob-
noustrojow, odzysk kazdego z uzytych szczepéw wzorcowych z roztworu badanego produktu obliczony dla kazdego
z niezaleznych powtdrzen w poréwnaniu z kontrolg jest wiekszy niz 50%.

W trakcie badania przydatnosci metod jakosciowych z zaszczepionych podtozy ptynnych wyizolowano szczep testowy
Escherichia coli na odpowiednich podtozach wybidrczych zaréwno dla kontroli dodatniej jak i préby wtasciwej. Uzyska-
no zgodnos¢ wygladu kolonii na podtozach oraz zgodnos¢ obrazu mikroskopowego pomiedzy préba wiasciwa a kon-
trolg dodatnia.

Na podstawie powyzszych wynikéw analizy przydatnosci metod ilosciowych i jakosciowych mozna uzna¢, ze metoda
bezposredniego posiewu jest odpowiednia do rutynowej kontroli czystosci mikrobiologicznej PREPARATU X w postaci
tabletek o zawartosci substancji czynnej (nazwa, ilo$¢ w 1 tabletce).

11. Dane surowe
11.1. ANALIZA 1

Preparat: Nazwa preparatu /posta¢, zawartos¢ substancji czynnej/

Numer serii: seria 1

11.1.1. KONTROLA UJEMNA (rozpuszczalnik bez produktu i zawiesiny szczepu)

Ptytka nr 1

Ptytka nr 2

Srednia

<10

<10

<10

11.1.2. KONTROLA DODATNIA (rozpuszczalnik bez produktu + zawiesina szczepu wzorcowego)

ZAWIESINA DROBNOUSTROIU TESTOWEGO Plytka nr 1 Plytka nr 2 nglfc\ial”rﬁé
Staphylococcus aureus 80 64 72
Pseudomonas aeruginosa 61 47 54
Bacillus subtilis 73 61 67
Candida albicans 47 37 42
Aspergillus brasiliensis 31 39 35

11.1.3. PROBA WLASCIWA (rozpuszczalnik z produktem + zawiesina szczepu)

ZAWARTOSC SUBSTANCII W PROBCE
ZAWIESINA
DROBNOUSTROJU 1g 01g 00ig
TESTOWEGO Ptytka Ptytka Srednia Ptytka Ptytka Srednia Ptytka Ptytka Srednia
nrl nr 2 nrl nr 2 nrl nr 2

Staphylococcus aureus 35 47 41 61 53 57 69 53 61
Pseudomonas aeruginosa 25 35 30 35 39 37 41 37 39
Bacillus subtilis 45 39 42 53 37 45 45 55 50
Candida albicans 33 37 35 44 34 39 33 47 40
Aspergillus brasiliensis 31 23 27 31 29 30 35 29 32

Nazwa preparatu, zawartos$¢ substancji czynnej

Strona 7z 9
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PROTOKOL PRZYDATNOSCI METODY
PPM - 1/LABORATORIUM

Zatacznik nr 4 do SOP

11.1.4. KONTROLA PRODUKTU (rozpuszczalnik z produktem bez zawiesiny szczepu)

ZAWARTOSC SUBSTANCII W PROBCE
19 0,19 0,01 ¢ WYNIK
Ptytka nr 1 |Plytka nr 2| Srednia |Plytka nr 1 |Ptytka nr2| Srednia |Ptytka nr 1|Plytka nr2| Srednia
<10 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10
11.1.5. KONTROLA REFERENCYJNA (kontrola gestosci zawiesiny szczepu)
ROZCIENCZENIE
ZAWIESINA DROBNOUSTROJU 105 106
TESTOWEGO ; ;
Ptytka nr 1 Ptytka nr 2 Srednia Ptytka nr 1 Ptytka nr 2 Srednia
Staphylococcus aureus 93 77 85 9 7 8
Pseudomonas aeruginosa 71 55 63 5 9 7
Bacillus subtilis 82 68 75 8 8 8
Candida albicans 55 47 51 3 5 4
Aspergillus brasiliensis 39 49 44 2 4 3
11.2. ANALIZA 2
Preparat: Nazwa preparatu /posta¢, zawartos¢ substancji czynnej/
Numer serii: seria 2
11.3. ANALIZA3
Preparat: Nazwa preparatu /posta¢, zawartos¢ substancji czynnej/
Numer serii: seria 3
11.4. ANALIZA 4
Preparat: Nazwa preparatu /posta¢, zawartos$¢ substancji czynnej/
Numer serii: seria 1
11.4.1. KONTROLA UJEMNA (podtoza bez produktu i zawiesiny szczepu)
ZAWIESINA _ OCENA
DROBNOUSTROJU PODLOZE - - WYNIK
TESTOWEGO PROBA nr 1 PROBA nr 2

Escherichia coli

Agar Mac Conkey’a

Brak wzrostu

Brak wzrostu

Brak wzrostu

11.4.2. KONTROLA DODATNIA (podtoza bez produktu + zawiesina szczepu wzorcowego)

Escherichia coli

Mac Conkey’a

rézowe kolonie otoczone
czerwong strefg

Ocena mikroskopowa — PG (-)

ZAWIESINA ] OCENA
DROBNOUSTROJU PODLOZE . . WYNIK
TESTOWEGO PROBA nr 1 PROBA nr 2
Ocena makroskopowa Ocena makroskopowa Ocena makroskopowa
Agar — na agarze Mac Conkey’a | — na agarze Mac Conkey’a | — na agarze Mac Conkey’a

rézowe kolonie otoczone
czerwong strefg
Ocena mikroskopowa — PG (-)

rézowe kolonie otoczone
czerwong strefg
Ocena mikroskopowa — PG (-)

Strona8 z 9
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PROTOKOL PRZYDATNOSCI METODY

PPM - 1/LABORATORIUM

11.4.3. PROBA WLASCIWA (podtoza z produktem + zawiesina szczepu)

Zatgcznik nr 4 do SOP

ZAWIESINA ] OCENA
DROBNOUSTROJU PODLOZE . . WYNIK
TESTOWEGO PROBA nr 1 PROBA nr 2
Ocena makroskopowa Ocena makroskopowa Ocena makroskopowa
Agar — na agarze Mac Conkey’a | — na agarze Mac Conkey’a | — na agarze Mac Conkey’a
Escherichia coli Mac Conkey'a réozowe kolonie otoczone rozowe kolonie otoczone rozowe kolonie otoczone
czerwong strefg czerwong strefg czerwong strefg
Ocena mikroskopowa — PG (-) | Ocena mikroskopowa — PG (-) | Ocena mikroskopowa — PG (-)

11.4.4. KONTROLA PRODUKTU (podtoza z produktem bez zawiesiny szczepu)

OCENA

PODLOZE

PROBA nr 1

PROBA nr 2

WYNIK

Agar Mac Conkey’a

Brak wzrostu

Brak wzrostu

Brak wzrostu

11.4.5. KONTROLA REFERENCYJNA (kontrola gestosci zawiesiny szczepu)

ROZCIENCZENIE
ZAWIESINA DROBNOUSTROJU 105 106
TESTOWEGO - z
Ptytka nr 1 Ptytka nr 2 Srednia Ptytka nr 1 Ptytka nr 2 Srednia
Escherichia coli 39 49 44 6 4 5

11.5. ANALIZA5
Preparat:

Numer serii: seria 2

11.6. ANALIZA 6
Preparat:

Numer serii: seria3

Nazwa preparatu, zawartos$¢ substancji czynnej
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Nazwa preparatu /postac, zawartos¢ substancji czynnej/

Nazwa preparatu /postac, zawartos¢ substancji czynnej/
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RAPORT Z BADANIA PRZYDATNOSCI METODY Zatacznik nr 5 do SOP
PRM - 1/LABORATORIUM

RAPORT BADANIA PRZYDATNOSCI FARMAKOPEALNEJ METODY

BADANIA CZYSTOSCI MIKROBIOLOGICZNE)J

PREPARAT: Nazwa preparatu - posta¢, zawartosc substancji czynnej

PRODUCENT: Przedsiebiorstwo Farmaceutyczne - Nazwa firmy

DATA SPORZADZENIA RAPORTU:

Strona lz 2
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RAPORT Z BADANIA PRZYDATNOSCI METODY Zatacznik nr 5 do SOP
PRM - 1/LABORATORIUM

1. Opis preparatu

PREPARAT: Nazwa preparatu - posta¢, zawartosc substancji czynnej
NUMER SERIl: seria 1, seria 2, seria 3
WYTWORCA: Przedsiebiorstwo Farmaceutyczne - Nazwa
SUBSTANCJA CZYNNA / SKLAD:

Nazwa substancji czynnej
FORMA (wymagania czystosci mikrobiologicznej wg farmakopei):

FP X - preparat doustny niezawierajacy wody
BADANIE WYKONANO METODA:

Bezposredniego posiewu

2. Podsumowanie badania przydatnosci metod ilosciowych i jakosciowych

Przydatno$¢ metod badania czystosci mikrobiologicznej metoda bezposredniego posiewu PREPARATU X w postaci
tabletek zostata przeprowadzona trzykrotnie na trzech réznych seriach preparatu.

Na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzono, iz preparat nie wykazuje dziatania hamujgcego wzrostu drobnoustro-
jow. Odzysk kazdego z uzytych szczepdw wzorcowych z roztworu badanego produktu obliczony dla kazdego z nieza-
leznych powtdrzen w poréwnaniu z kontrola jest wiekszy niz 50%.

W trakcie badania przydatnosci metod jakosciowych z zaszczepionych podtozy ptynnych wyizolowano szczep testowy
Escherichia coli na odpowiednich podtozach wybiérczych zaréwno dla kontroli dodatniej jak i préby wtasciwej. Uzyska-
no zgodnos¢ wygladu kolonii na podtozach oraz zgodnos¢ obrazu mikroskopowego pomiedzy préba wiasciwa a kon-
trola dodatnia.

Na podstawie powyzszych wynikéw analizy przydatnosci metod ilosciowych i jakosciowych mozna uzna¢, ze metoda
bezposredniego posiewu jest odpowiednia do rutynowej kontroli czystosci mikrobiologicznej PREPARATU X w postaci
tabletek o zawartosci substancji czynnej (nazwa, ilos¢ w 1 tabletce).

3. Osoby odpowiedzialne za przeprowadzenie badania przydatnosci farmakopealnej
metody badania czystosci mikrobiologicznej

«  Zaprzygotowanie protokotu (imie i Nnazwisko, POAPIS) ...
+  Zasprawdzenie protokotu (imie i Nazwisko, POAPIS) ...............cccoiiiiiiieoeee e
«  Zazatwierdzenie protokotu (imie i nazwisko, POAPIS) ...
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