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1. UVOD

Kontrola kvalitete jedan je od najbitnijih koraka koji se provode u nekoj farmaceutskoj
industriji. Unutar odjela Kontrole Kvalitete, svi proizvodi te intermedijeri proizvoda prolaze
analize kojima se provjerava njihova ispravnost te funkcionalnost. Mikrobioloski laboratoriji se
bave identifikacijom, karakterizacijom i kultiviranjem mikroorganizama, takoder provode se i
razni testovi u svrhu kontrole proizvoda kao $to su antibiotici, citostatici, razni lijekovi te
sirovine koje se koriste u proizvodnji istih. Vazno je napomenuti da rad u mikrobioloskim i
bioloskim laboratorijima zahtijeva stroge protokole i mjere sigurnosti kako bi se sprijecilo
Sirenje zaraza i oCuvao integritet uzoraka i rezultata istrazivanja. Tema ovog istrazivanja je
provjera kontrole kvalitete hranjivih podloga koje se koriste u mikrobioloskom laboratoriju za
ispitivanje kvalitete proizvoda u farmaceutskoj industriji PLIVA HRVATSKA d.0.0. Hranjive
podloge smjesa su hranjivih sastojaka u tekuc¢em ili krutom stanju koje mikroorganizmima, u
laboratorijskim uvjetima, omogucavaju rast, razmnozavanje i njihove biokemijske funkcije,
odnosno ¢uvanje mikroorganizama. Prije upotrebe hranjivih podloga, tijekom mikrobioloskih
analiza, potrebno je provesti kontrolu kvalitete podloga ispitivanjem fizikalnih svojstava,
vizualni pregled i mjerenje pH te ispitivanjem mikrobioloskih svojstava, kontrola
mikrobioloSkoga statusa podloga (sterilnosti) 1 ispitivanje hranjivih, inhibitornih i indikativnih
svojstava. Tijekom ispitivanja sterilnosti koriste se hranjive podloge Fluid Thioglycollate
Medium (FTM) i Tryptic Soy Broth (TSB). Ovaj rad prikazuje ispitivanje kontrole kvalitete tih
podloga, posebno hranjivosti, koristenjem test mikroorganizama Bacillus subtilis ATCC 6633,
Candida albicans ATCC 10231, Aspergillus brasiliensis ATCC 16404, Staphylococcus aureus
ATCC 6538, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, Clostridium sporogenes ATCC 11437 te
na dva in house mikroorganizma, sporogeni Bacillus beringensis i anaerobni mikroorganizam
Propionibacterium acnes. Cilj rada bio je, validacijom, potvrditi definirani rok valjanosti
podloga. Hranjiva podloga ima definirane uvjete ¢uvanja te rok valjanosti koji predstavlja
vrijeme unutar kojega zadrzavaju nepromijenjena fizikalna i mikrobioloska svojstva. Hranjive
podloge, nakon pripreme i sterilizacije, ¢uvaju se u hladnjaku pri 2 — 8 °C najduze mjesec dana,
odnosno ako se radi o komercijalno pripravljenim hranjivim podlogama, cCuvaju se pri
propisanim uvjetima u roku valjanosti definiranom od proizvodaca. Za procjenu vremena isteka
roka trajanja, provodi se testiranje rasta mikroorganizama na kraju roka trajanja. Validacijom

cuvanja hranjivih podloga potvrduje se rok valjanosti podloga pri propisanim uvjetima cuvanja.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. HRANJIVE PODLOGE

Hranjiva podloga od temeljne je vaznosti te je osnova gotovo svih mikrobioloskih analiza.
Kako bi se osigurala visoka kvaliteta hranjivih podloga, potrebno je provoditi njihovu kontrolu
te ih prikladno skladistiti (PLIVA HRVATSKA, 2023a). Hranjiva se podloga Koristi za
dobivanje ¢istih kultura, za rast i brojanje stanica mikroorganizama, za uzgoj i selekciju
mikroorganizama. Hranjiva podloga sadrzi nutrijente, promotore faktora rasta, izvore energije,
puferske soli, minerale, metale i agar ukoliko su za analize potrebne krute hranjive podloge
(Sandle, 2016). Dostupan je niz razli¢itih hranjivih podloga, no naj¢e$ca podjela je temeljena na
fizickom stanju podloge: tekuce hranjive podloge, ¢es¢e zvane broth (slika 1), ¢vrste i poluévrste
hranjive podloge, uobicajeno zvane ,,agar (slika 2). Agar je polisaharid koji sluzi za skrucivanje
hranjivih podloga (PLIVA HRVATSKA, 2022a). Navedene podloge mogu se jo§ podijeliti
prema namjeni: hranjive podloge za izolaciju i uzgoj mikroorganizama, selektivne podloge,
diferencijalne podloge, podloge za posebne namjene, transportne, hranjive mikrobioloSke
podloge za Cuvanje bakterijskih kultura. Farmaceutski mikrobioloski laboratoriji koriste niz

razli¢itih podloga ovisno o njihovoj primjeni (Sutton, 2005).

Slika 1. Tekuca hranjiva podloga broth (vlastita fotografija)



Slika 2. Mikrobioloska agar ploc¢a s nacijepljenom bakterijskom kulturom S. aureus (vlastita

fotografija)

2.1.1. Proizvodnja hranjivih podloga

U mikrobioloskom laboratoriju za analizu koriste se podloge koje mogu biti pripravljene iz
komponenti ili komercijalno pripravljene, ready-to-use podloge. Ukoliko se podloge pripremaju
u laboratoriju, mogu se pripremati iz industrijski pripremljenih dehidriranih podloga razli¢itih
proizvodaca kao Sto su BD, Difco, Biomerieux, Merck i dr. ili se vaZzu pojedinacni sastojci.
Klju¢ne faze u procesu proizvodnje podloga su: pocetna priprema, rehidratacija, sterilizacija,
suplementiranje, punjenje, oznacavanje, sekundarna sterilizacija (Sutton, 2005). Sve ove faze
poblize ¢e biti opisane u potpoglavljima koja slijede. Neprikladni uvjeti zagrijavanja ili
sterilizacije za komercijalno ili interno pripremljene hranjive podloge mogu rezultirati
promjenom boje, gubitkom bistrine, promijenjenom ¢vrsto¢om agara, promjenom pH u odnosu
na raspon deklariranog od proizvodaca, kao i smanjenu hranjivost i/ili selektivnost podloga
(PLIVA HRVATSKA, 2023a).

2.1.1.1. Pocetna priprema, vaganje i doziranje
Hranjive podloge smjesa su hranjivih sastojaka koji mikroorganizmima, u laboratorijskim

uvjetima, omogucavaju rast, razmnoZavanje i njihove biokemijske funkcije. Prije samog pocetka

rada, definira se koli¢ina koja je potrebna te vrsta hranjive podloge koja se zeli pripremiti. Odabir



hranjivih podloga i otopina koje se koriste u mikrobioloskom laboratoriju je proveden
rukovodedi se preporukama vazecih farmakopeja (Ph. Eur. i USP), odnosno potrebama analiza.
Pri pripravi hranjivih podloga unutar mikrobioloskog laboratorija, ukoliko je potreban
kompleksni medij, koristi se kupljeni pre-mixed prah. Dehidrirana podloga nije uvijek dostupna
za sve vrste podloga koje se zele pripremiti. Radi toga, kupuju se i druge individualne
komponente. Priprava hranjive podloge zapocinje odvagom propisane koli¢ine dehidrirane

hranjive podloge ili pojedinih sastojaka (Sandle, 2019).

2.1.1.2. Rehidratacija

Odvagane komponente otope se u propisanoj koli¢ini pro¢iséene vode, po potrebi zagrije i
ako je potrebno podesi se pH tako da nakon sterilizacije bude unutar deklarirane vrijednosti.
Prah za podloge se rehidrira s odredenim volumenom vode prema zahtjevu za podlogu koju se
radi. Upute za pripremu su najce$ée sadrzane na vanjskoj strani ambalaze. Za agar, krajnja
koncentracija je uobicajeno 1,5 % wi/v. Ako se preporucuje zagrijavanje u svrhu olakSanog
otapanja podloge, treba sprijeCiti mogucnost pregrijavanja podloge. Tamnija boja podloge
obi¢no je pokazatelj pregrijavanja. Ako se dodaju odredene supstance u podlogu, potrebno je
osigurati pravilno mijesanje dodanih supstancija u svrhu njihove pravilne raspodjele. Za podlogu
koja sadrzi agar kao agens za skrucivanje, podloga se hidrira laganim zagrijavanjem 1
dodavanjem vode. Podloga bi se trebala razbistriti blizu temperature vrelista (95 — 100 °C ), a
vrenje podloge nije dozvoljeno duze od minute. Pri proizvodnji tekucih hranjivih podloga, iste
se rastoce u bocice (najcesce staklene) prije sterilizacije. Kada se proizvode krute podloge,
najcesc¢e se skuhana podloga prvo sterilizira, ohladi te zatim rasto¢i u Petrijeve zdjelice (Sandle,
2019).

2.1.1.3. Sterilizacija

Hranjive podloge i otopine koje se koriste u mikrobioloskoj analizi moraju biti sterilne pa
se nakon priprave podvrgavaju postupku sterilizacije u autoklavu tj. steriliziraju se parom pod
tlakom. U svrhu sterilizacije podloga treba koristiti kvalificirane postupke parne sterilizacije.
Tekuce podloge 1 otopine je moguce sterilizirati 1 uz primjenu sterilne filtracije. Temperatura i
vrijeme sterilizacije propisani su za svaku pojedinu podlogu uputom proizvodaca podloge.

Parametri sterilizacije, temperatura i vrijeme, ovisni su o kemijskom sastavu i termickoj



osjetljivosti pojedinih sastojaka hranjive podloge. Neodgovarajuci uvjeti sterilizacije hranjivih
podloga mogu rezultirati promjenom boje, gubitkom bistrine, promijenjenom strukturom agara
ili odstupanjem pH vrijednosti od ocekivane kao i smanjenom aktivnos$¢u za poticanje rasta i/ili
selektivnos¢u (PLIVA HRVATSKA, 2022a). Dehidrirana podloga treba biti potpuno otopljena
u vodi prije njenog rastakanja i sterilizacije. Vec¢ina prahova za podloge nije sterilna te se iz tog
razloga mora provesti sterilizacija kako bi se eliminirali zivi mikroorganizmi te kako ne bi doslo
do kvarenja podloge. Takva kontaminirana podloga je mikrobioloski neispravna i neupotrebljiva

za daljnju analizu i upotrebu (Sandle, 2019).

2.1.1.4. Dodatak suplemenata

Za neke hranjive podloge, neophodan je dodatak aditiva odnosno suplemenata. Vecina
takvih komponenti ne moze se sterilizirati autoklaviranjem buduéi da se takve komponente
najceS¢e raspadaju pod visokim temperaturama, uobicajeno neke aminokiseline i1 puferi.
Sterilnost ovih komponenti postize se membranskom filtracijom, pri ¢emu treba obratiti
pozornost pri izboru materijala od kojeg je filter kako ne bi doslo do kontaminacije filtrata. Ove
komponente se dodaju nakon sterilizacije, nakon Sto se podloga ohladi u vodenoj kupelji

(Sandle, 2019).

2.1.1.5. Punjenje

Cvrsta hranjiva podloga, agar, prelijeva se u Petrijeve zdjelice dok je jo§ u tekucem
agregatnom stanju. Zeliranje se obi¢no javlja kod temperatura izmedu 32 i 40 °C. Promjer
Petrijevih zdjelica obi¢no je izmedu 95 i 100 mm. Punjenje Petrijevih zdjelica hranjivom
podloga obavlja se u ¢istim zonama s jednosmjernim strujanjem zraka kako bi se kontaminacije

svele na minimum (Sandle, 2019).

2.1.1.6. Oznacavanje

Sve bocice s teku¢om hranjivom podlogom brothom i prelivene Petrijeve zdjelice hranjivom
podlogom moraju se oznaciti etiketom koja mora sadrzavati ime hranjive podloge, serijski broj,
datum isteka roka valjanost i uvjete ¢uvanja. Dodijeljeni broj svakoj podlozi zapisuje se u

dnevnik rada.



2.1.1.7. Sekundarna sterilizacija

Za neke agar ploce, poput onih koje se koriste prostorijama klase A i B, potrebna je dodatna
sterilizacija. NajceS¢a metoda je zraCenje gama zraka. UCinak zraCenja provjerava se naknadno

ispitivanjem sterilnosti (Barry i Fay, 1972).



2.1.2. Mjerenje pH

pH vrijednost hranjivin podloga definirana je deklaracijom proizvodac¢a, a nakon
sterilizacije treba biti u okviru + 0,2 jedinice u odnosu na deklariranu pH vrijednost, osim ako je
Sir1 raspon prihvacen za to validiranom metodom. pH vrijednost hranjivih podloga provjerava
se nakon sterilizacije pri temperaturi 23 - 25 °C, a ukoliko se radi o krutim hranjivim podlogama
treba provjeriti pH vrijednost nakon njihovog skru¢ivanja (primjenom surface flat elektode i sl.)
(PLIVA HRVATSKA, 2022a).

2.1.3. Ispitivanje hranjivosti nacjepljivanjem hranjive mikrobioloske podloge

Ispitivanje hranjivosti se provodi nacjepljivanjem s ne vise od 100 CFU/mL (engl. colony
forming units) odgovarajuceg test mikroorganizma te inkubacijom na temperaturi i kroz najkrace
vrijeme koje je preporuceno u rutinskom testu. Postupak inokulacije hranjivih podloga provodi
se sa tri decimalna razrjedenja (slika 3) suspenzije po jednom test mikroorganizmu. Odabrana
decimala razrjedenja pipetiraju se na ispitivanu podlogu, poredbenu podlogu (ranije odobrenu
istu hranjivu podlogu) i na inokulum. (PLIVA HRVATSKA, 2023b).

Slika 3. Primjer nacijepljenoga mikroorganizma Candida albicans ATCC 10231 na ¢vrstu
hranjivu podlogu trima razli¢itima decimalnim razrjedenjima: 107°,107°,10~7 (vlastita

fotografija)



2.2. KONTROLA KVALITETE HRANJIVIH MIKROBIOLOSKIH PODLOGA

Europska farmakopeja i farmakopeja SAD-a, Ph.Eur. i USP, opisuju upotrebu hranjivih
podloga, u prvom redu za ispitivanje sterilnosti, ispitivanje mikrobioloske ¢istoce nesterilnih
proizvoda te za ispitivanje mikrobioloske Cistoce procesnih medija. Testovi kontrole kvalitete
podloga se provode nakon §to su izvrSeni svi koraci u postupku pripreme hranjive podloge,
ukljucujudi i sterilizaciju. Ispitivanje se provodi prije primjene hranjivih podloga ili najkasnije
tijekom njihove primjene uz uvjet da podloge imaju potvrdenu hranjivost prije kraja
mikrobioloskih analiza (Cundell, 2002).

Kontrola kvalitete hranjivih podloga moze se podijeliti u dva dijela: ispitivanje fizickih
svojstava; vizualni pregled i mjerenje pH te ispitivanje mikrobioloskih svojstava; kontrola
mikrobioloskoga statusa podloga (sterilnosti) i ispitivanje hranjivih, inhibitornih i indikativnih

svojstava.

2.2.1. Ispitivanje fizickih svojstava

Primjer fizickog ispitivanja ukljucuje vizualni pregled (izgled). Svakoj seriji ready-to-use
ili pripremljenih hranjivih podloga u laboratoriju provjerava se integritet, izgled i boja prema
sljede¢em:

e oStecenja i nejednako punjenje spremnika,

e pukotine i udubljenja na agaru,

e sadrzavanje mjehurica

e sadrzavanje kristalnih struktura zbog moguceg smrzavanja

e promjena boje ili prekomjerno tamnjenje

e mikrobioloska kontaminacija

o redoks indikatori (ako je primjenjivo)

e hemoliza

e (istoca ploca (npr. poklopac ne smije biti zalijepljen za zdjelicu).

Ispitivanje fizickih svojstava ukljucuje i provjeru pH vrijednosti agar ploce ili brotha.
Temperaturni raspon unutar kojeg se provode sva mjerenja pH vrijednosti je izmedu 23 i 25 °C.

pH metar je kalibriran za odredeno podrucje primjene. Izmjerena vrijednost pH treba biti u



okviru £ 0,2 jedinice u odnosu na deklarirani pH vrijednost, osim ako nije drugacije deklarirano

od proizvodaca. (PLIVA HRVATSKA, 2023b).

2.2.2. Ispitivanje mikrobioloskih svojstava

Test sterilnosti odnosno kontrola mikrobioloskog statusa sterilnosti i ispitivanje hranjivih,
inhibitornih i indikativnih svojstva najvaznija su ispitivanja kontrole kvalitete hranjivih podloga

koja se provode u mikrobioloskom laboratoriju.

2.2.2.1. Kontrola sterilnosti

Hranjive podloge koje se koriste za provodenje mikrobioloskih analiza moraju zadovoljiti
zahtjev za mikrobioloski status (sterilnost) podloge. Cilj je otkriti eventualnu kontaminaciju
nastalu tijekom procesa proizvodnje podloge i/ili njenog transporta. Vrijeme i temperatura
inkubacije za test sterilnosti ovisi o kojoj je vrsti hranjive podloge rije¢. Ukoliko kruta hranjiva
podloga nakon inkubacije ne pokazuje nikakav rast kolonija, nema zamucenja kod tekuce
hranjive podloge, podloga je sterilna. Ukoliko podloga nije sterilna, nije dozvoljeno koristiti ju
za analizu te se rezultati takve analize ne prihvaéaju (PLIVA HRVATSKA, 2021).

2.2.2.2. Kontrola hranjivosti, inhibitornih i indikativnih svojstava

Ispitivanje hranjivosti provodi se na svakoj seriji hranjive mikrobioloske podloge, dok se
ispitivanja inhibitornih i indikativnih svojstava provode kod selektivnih hranjivih podloga. Kod
vecine testova za ispitivanje hranjivosti nastoji se dokazati da medij podrZava rast malog broja
mikroorganizama to¢nije manje od 100 CFU/mL (Baird, 1989). Za verifikaciju inhibitornog
svojstava selektivnih podloga ispitivanje se provodi nacjepljivanjem podloge s viSe od 100
CFU/mL odgovarajuceg test mikroorganizma, a ispitivanje indikativnih svojstava podloge
provodi se nacjepljivanjem podloga s ne vise od 100 CFU/mL odgovarajuceg test
mikroorganizma, a nakon ¢ega se provodi inkubacija pri temperaturi i kroz vrijeme inkubacije
preporuceno za test u kojem se podloga rutinski koristi. Farmakopeja preporucuje koristenje
odredene vrste mikroorganizama, koje se mogu prona¢i u nacionalnim zbirkama
mikroorganizama, kao S$to je na primjer American Type Culture Collection, ATCC, a osim

ATCC mikroorganizama potrebno je ukljuciti i najmanje jedan in house mikroorganizam.



Mati¢ne kulture iz kolekcija moraju se pazljivo Cuvati unutar laboratorijske Zbirke
mikroorganizama. To ukljucuje i odrzavanje dovoljno niske temperature u svrhu izbjegavanja
fenotipskih varijacija te ograni¢avanje broja pasaza na manje od pet (Snell, 1995).

Ispitivanje hranjivosti se provodi nacjepljivanjem s ne vise od 100 CFU/mL odgovarajuceg
test mikroorganizma te inkubacijom na propisanoj temperaturi i kroz najkrace vrijeme koje je
preporuceno u rutinskom testu (PLIVA HRVATSKA, 2023b). Ukoliko se unutar propisanog
vremena inkubacije tekuce hranjive podloge pojavi zamucéenje, moze se zakljuciti da je ista
tekuéa hranjiva podloga hranjiva. Cvrsta hranjiva podloga zadovoljava test hranjivosti ukoliko
na njenoj povrsini narastu kolonije koje su tipine izgledom i rastom za inokulirani
mikroorganizam. Ukoliko se odreduje ukupan broj mikroorganizama na ¢vrstoj hranjivoj
podlozi, i kvantitativni kriterij rasta mora biti zadovoljen. U tom slucaju prihvatljiva serija bit ¢e
ona na kojoj je odreden broj mikroorganizama u rasponu + 50 % od poredbenoga inokuluma.
Na obje vrste podloga, ¢vrstoj i tekucoj, rast mikroorganizama mora biti karakteristican za
inokulirani mikroorganizam te mora biti usporediv s prethodno odobrenom serijom podloge
(PLIVA HRVATSKA, 2023b).

2.3. TEST MIKROORGANIZMI

Test mikroorganizmi koji se koriste za kontrolu hranjivosti mikrobioloskih hranjivih
podloga moraju biti odredeni sojevi i poznatoga podrijetla. To su sojevi stabilnih karakteristika,
reprezentativni sojevi svoje vrste, pouzdani za optimalnu izvedu ispitivanja hranjivosti. Najéesce
se uzimaju sojevi iz zbirki, kao §to su americka ATCC (American Type Culture Collection),
britanska NCTC (National Collection of Type Cultures), njemacka DSMZ (Deutsche Sammlung
von Mikroorganismen und Zellkulturen). Test organizmi za svaki medij mogu ukljucivati
razli¢ite vrste sojeva s tipicnim karakteristikama:

e slabo rastuci pozitivni sojevi (tj. osjetljivije prirode),

e biokemijski nereaktivni sojevi (npr. oni koji pokazuju razli¢ite reakcije pri fermentaciji
ili fluorescenciji) i

e potpuno inhibirani sojevi.

Vazno je provesti ispitivanje relevantnih karakteristika mati¢ne kulture iz referentnih sojeva
1 zabiljeziti ih u laboratoriju. U slu€aju pojave atipicnih karakteristika, mati¢na kultura se
obnavlja. KoriStenje nestandardiziranih kultura se ne preporu¢a ukoliko ne postoji povijest

rukovanja ili dostupnih subkultura.
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2.3.1. Staphylococcus aureus ATCC 6538

Staphylococcus aureus je Gram-pozitivni (dokazano bojanjem po Gramu) patogen Koji
uzrokuje razne klini¢ke bolesti. Fakultativni je anaeroban mikroorganizam $to znac¢i da moze
prezivjeti u okoliSnim uvjetima s kisikom kao i bez kisika. Pripada rodu Staphylococcus te
porodici Staphylococcae. Kuglasta je, nepokretna bakterija. ldentifikacija Staphylococcus
aureus tradicionalnim tehnikama jednostavna je, no spora. Uvodenjem molekularnih tehnika
ovaj proces postaje sve brzi. Kolonije Staphylococcus aureus izgledaju svjetlucavo, glatko i
prozirno, ¢esto S zlatnim pigmentom. U teku¢im podlogama ne stvara pigment nego kolonije

imaju oblik pahuljica koje lebde u mediju (Bagnoli i sur., 2017).

2.3.2. Bacillus subtilis ATCC 6633

Bakterije roda Bacillus su Gram-pozitivne, katalaza-pozitivne, Stapi¢astog oblika te imaju
sposobnost stvaranja spora (Kovacs, 2019). Primjer za to je Bacillus subtilis, koji se Siroko
koristi u laboratorijskim istrazivanjima. Lu¢i brojne enzime koji im omogucuju razgradnju
raznih supstrata, §to im pomaze prezivjeti u promjenjivim okolisima (Earl i sur., 2008). Bacillus
subtilis i sli¢ne vrste Cesto se koriste za proizvodnju ljekovitih proteina i industrijskih enzima.
Imaju izvrsnu sposobnost luc¢enja proteina, Sto ih ¢ini vrijednim organizmima za heterolognu
ekspresiju proteina. Takoder, Bacillus subtilis ima izvanredne fizioloSke karakteristike i visoku
prilagodljivost metabolizma, $to olakSava jeftin uzgoj u podlozi. Brzo raste i fermentacijski
ciklus obi¢no traje 48 sati (Su i sur., 2020). Vazno je napomenuti da Bacillus subtilis opcenito
ima status "Generally regarded as safe" (GRAS), §to znaci da se smatra sigurnim za uporabu u

raznim poljima primjene (Zweers i sur., 2008).

2.3.3. Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027

Pseudomonas aeruginosa aerobna je, Gram-negativna bakterija (bojanjem po Gram-u boji
se crveno), u obliku Stapica, a pojavljuju se pojedinacno, u parovima, lancima ili su slozeno
jedan pokraj drugog. Nema sposobnost formiranja spora i ima jedan ili vise polarnih biceva za
pokretljivost, dok neke vrste posjeduju i fimbrije. Pseudomonas aeruginosa dobro raste na
temperaturi od 25 °C do 37 °C, §to je unutar opsega tjelesne temperature ljudi. Njegova

sposobnost rasta na 42 °C cCesto se koristi kao karakteristika za razlikovanje Pseudomonas
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aeruginose od drugih vrsta Pseudomonas. Pripada rodu Pseudomonas. Vrste ovog roda
posjeduju polisaharidnu kapsulu, enzime citokrom-oksidazu i katalazu. Temeljom testa
dokazivanja oksidaze mogu se razlikovati od eneterobakterija koje nemaju ovaj enzim.
Pseudomonas aeruginosa je bakterija koja se moze pronaci Siroko rasprostranjena u okolisu, tlu,
vodi, biljkama, Zivotinjama (Kaleni¢ i sur., 2013). Ova vrsta ima visoku prilagodljivost i
sposobnost prezivljavanja u razli¢itim uvjetima. Osim $to moze uzrokovati bolesti u biljkama i
Zivotinjama, P. aeruginosa takoder je poznata kao znacajan uzro¢nik infekcija kod ljudi. Vecina
sojeva Pseudomonas aeruginosa proizvodi razli¢ite pigmente, ukljucujuci piocijanin, pioverdin
i piorubin. Ovi pigmenti daju karakteristicne boje kolonijama P. aeruginosa na krutim hranjivim
podlogama i mogu se koristiti kao dijagnosti¢ki pokazatelji za identifikaciju ove bakterije.
Piocijanin je plavo-zeleni pigment, dok je pioverdin zuto-zelene i fluorescentne boje. Piorubin
je crveno-smedi pigment koji takoder moze biti prisutan kod nekih sojeva P. aeruginosa, iako u

manjoj mjeri u usporedbi s piocijaninom i pioverdinom (Wu i sur., 2015).

2.3.4. Clostridium sporogenes ATCC 11437

Rod Clostridium su Gram-pozitivni, anaerobni, sporogeni pokretni stapi¢i, zive u slobodnoj
prirodi i u gastrointestinalnom sustavu ¢ovjeka i zivotinja, imaju sposobnost stvaranja spora u
nepovoljnim uvjetima. Polozaj spora mozZe biti centralni, subterminalni, terminalni, unutar
Stapica ili vece od Stapica pri cemu ga deformiraju. Anaerobne bakterije ne rastu u prisustvu
kisika tako da se za njihovu inkubaciju moraju osigurati anaerobni uvjeti. Rasirene su u raznim
staniS$tima bez kisika kao $to su tlo, voda, rijeka, jezera, dna oceana, otpadne vode. Identifikacija
se provodi na temelju makroskopskoga 1 mikroskopskoga izgleda, pomocu raznih testova
primjene razlicitih supstrata, ¢ak 1 plinskom kromatografijom buduci da su specifi¢ne hlapljive
masne kiseline produkti mnogih klostridija (Kaleni¢ i sur., 2013). Clostridium sporogenes je
naziv za odredene sojeve C. botulinum koji ne proizvode botulinum neurotoksine. Clostridium
sporogenes moze primijeniti kao vektor u genskoj terapiji raka zbog svoje prirode anaerobnog
organizma koji ima sposobnost selektivnog rasta u tumorskom okruZenju. Tumori Cesto stvaraju
anaerobne uvjete zbog nepravilne opskrbe kisikom, a C. sporogenes preferira takvo okruzenje.
Clostridium sporogenes klasificiran je na temelju svoje sposobnosti fermentacije aminokiselina
kao aproteoliticki ¢lan roda Clostridium, reda Clostridales, porodice Clostridiaceae. U

nepovoljnim uvjetima C. sporogenes proizvodi ovalne, subterminalne endospore (Li, 2014).
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2.3.5. Candida albicans ATCC 10231 i Aspergillus brasiliensis ATCC 16404

Kvasac Candida albicans i plijesan Aspergillus brasiliensis eukariotski su mikroorganizmi
koji po svojoj klasifikaciji pripadaju u carstvo gljiva (fungi). Kvasac je jednostanic¢ni oblik gljive
(blastokonidija) koji se razmnozava pupanjem, a plijesan je viSestani¢ni oblik (hife, micelij).
Posjeduju primarni i sekundarni metabolizam kojim se izlu¢uju sekundarni metaboliti kao §to su
antibiotici 1 mikotoksini. Identifikacija kvasaca se temelji na morfoloSkim i fizioloskim
osobinama, dok se identifikacija plijesni temelji na stvaranju konidija i morfologiji plodnih tijela
(Kaleni¢ i sur., 2013). Gljive ne sintetiziraju klorofil ili bilo koji fotosintetski pigment. Takoder,
njihova stani¢na stijenka je sastavljena od hitina umjesto celuloze (iako postoje neke iznimke),
a gljive imaju i sposobnost pohranjivanja glikogena. U okviru gljiva, postoje mnoge vrste koje
su patogene i mogu uzrokovati ozbiljne bolesti kod ljudi. Stanicu kvasca se naziv blastokonidij.
Candida albicans je posebno Cesta vrsta Candida koja moze kolonizirati razlicite dijelove
ljudskog tijela, Sto je jedan od glavnih razloga zaSto je naj¢e$¢a uzroc€nica infekcija ovog roda.
Morfoloske karakteristike ove vrste su: kremasta konzistencija, povrsina gljive moze biti sjajna
i reflektirajuca ili neprozirna, ovisno o vrsti, bijele do krem boje, moze biti i boje slonovace do
crvene boje. Boja moze biti vazan faktor pri identifikaciji vrste. Promjer gljive moZe varirati od
5 do 8 mm, ovisno o vrsti. Stanice gljive mogu biti jednostavne, zaobljene, ovalne ili izduzene.
Candida spp. je mikroorganizam koji se najbolje razvija na toplim i vlaznim povrSinama, te
moze uzrokovati razli¢ite oblike kandidijaze. Aspergillus brasiliensis pripada rodu Aspergillus,
Klasi Ascomycetes, a opisana je unutar vrste Aspergillus nigri. Gradena je od brojnih, sitnih,
razgranatih hifa koje ¢ine micelij. Micelij se sastoji od dva dijela; vegetativni dio koji apsorbira
hranjive tvari iz vanjske okoline te sluzi prehranjivanju gljivicnog tijela i zra¢ni micelij koji raste
iznad supstrata te ima ulogu u razmnozavanju odnosno naziva se reproduktivni micelij (Kaleni¢
i sur., 2013). Kolonije plijesni su na pocetku rasta slabo zute, a u kratkom vremenskom razdoblju

postaju crne te stvaraju konidije.

2.3.6. Bacillus beringensis
Bacillus beringensis psihrotelerantni je soj te pripada rodu Bacillus te je izoliran iz

Beringovog mora. Ovaj mikroorganizam okarakteriziran je pomocu polifaznog pristupa Sto

znaci da su svojstva ispitana na viSe razina. Stanice ovog mikroorganizma su Gram-pozitivne,
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striktno aerobne, stvaraju spore, kre¢u se pomoc¢u polarnog flageluma, stapicastoga su oblika,
pojavljuju se pojedinac¢no ili u lancima. Optimalna temperatura rasta je na 30 —33 °C, a optimalni
pH 6,0 — 8,0. Kolonije su nakon inkubacije kruznoga oblika, neprozirne, bijele, konveksne s

nepravilnim rubom (Yu i sur., 2010).

2.3.7. Propionibacterium acnes

Propionibacterium acnes je Gram-pozitivni bacil, anaeroban mikroorganizam koji ne
sporulira. Stanice su polimorfnog oblika, a mnoge imaju dva zaobljena kraja. Kemoheterotrofi
su te za im je za rast potreban slozeni hranjivi medij. Replikacija odnosno umnazanje i rast je
spor S§to moze uzrokovati poteskoce pri uzgoju ovog mikroorganizma. Kolonije
Propionibacterium acnes na povrsini krute hranjive podloge mogu pokazivati razlicite boje
pigmentacije, uklju¢ujuéi bijelu, sivu, ruzi¢astu, crvenu ili Zutu (Zhou, 2015). Dio je normalne
flore koze te se shodno tomu cCesto moze pronaci kao kontaminant u raznim kulturama

mikroorganizama. Na ljudskoj koze uzro¢nik je akni (Arts, 2017).

2.4. MIKROBIOLOSKA IDENTIFIKACIJA

Postoje razli¢ite tehnike identifikacije koje se koriste, od tradicionalnih diferencijalnih
bojenja stani¢ne stijenke, kao §to je bojanje po Gramu, do suvremenih molekularnih bioloskih
metoda (Sandle, 2004). Glavni cilj mikrobne identifikacije je razlikovanje jednog mikrobnog
izolata od drugog te klasifikacija izolata na razini porodice, roda, vrste ili posebnog soja.
Komercijalno dostupni mikrobni identifikacijski sustavi mogu se podijeliti na fenotipske i
genotipske metode (Sandle, 2014). Ponekad se spominje i tre¢a kategorija proteomskih metoda,
dok se u nekim tekstovima proteini smatraju oblikom fenotipa zbog njihove ovisnosti 0 vanjskoj
okolini. Takoder, spominje se 1 Cetvrta kategorija kemotaksonomskih metoda koje se temelje na
kemijskim sastojcima stanica, kao S§to su antigeni, sastav stani¢ne stijenke, sadrzaj masnih
kiselina ili proteini cijele stanice. Fenotipske metode temelje se na opaZanjima karakteristika
mikrobnih fenotipa kao $to su morfologija, fiziologija, biokemija 1 metaboli¢ke aktivnosti.
Ukljucuju tradicionalne tehnike poput diferencijalnih bojenja, kultivacije na selektivnim
medijima, testiranja enzima i druge fenotipske testove. Biokemijski testni sustavi primjer su
fenotipskih metoda identificiranja mikroorganizama te su vrlo ¢esto koristeni u identifikaciji

bakterija. Ovi testovi temelje se na istrazivanju enzimskih aktivnosti stanica i omogucéuju analizu
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sposobnosti bakterija da koriste razli¢ite izvore ugljika za energiju potrebnu za njihov Zivot.
Poluautomatizirani fenotipski identifikacijski sustavi, kao §to su VITEK i OmniLog, popularni
su u laboratorijima (Sandle, 2013). Postoji i alternativa fenotipskim metodama; analiza stani¢nih
masnih kiselina pomoc¢u plinske kromatografije (GC-FAME) (Fung, 2002). Fenotipske metode
koje su odnedavno razvijene uklju¢uju masenu spektometriju i proto¢nu citometriju. Masena
spektrometrija identificira mikroorganizme na temelju proteinskih ,,otisaka prstiju®. Radi se o
specificnim obrascima ekspresije proteina koji se koriste kao biomarkeri za identifikaciju.
Primjer uredaja pomoc¢u kojeg se moze provesti identifikacija je MALDI-TOF (engl. Matrix
Assisted Laser Desorption lonization Time-of-Flight). Izolirana kolonija ili stani¢ni ekstrakt
nanose se na ciljnu plocu koja se zatim analizira laserskom ionizacijom. Rezultat analize su
proteinski spektri koji se usporeduju s bazom podataka poznatih spektara kako bi se identificirao
mikroorganizam (Sandle, 2015). Proto¢na citometrija je tehnika koja koristi seroloske metode
za analizu stanica suspendiranih u teku¢em mediju pomocu svjetla, elektri¢ne vodljivosti ili

fluorescencije (Attfield, 1999).

2.5. VALIDACIJA

Proces laboratorijskih ispitivanja koja mogu potvrditi da izvedbene karakteristike neke
metode zadovoljavaju zahtjeve za namjeravanu primjenu moze se definirati kao validacija (Riley
I Rosanske, 1996). Validacija je vazan korak u osiguravanju prikladnosti i pouzdanosti nove
metode ili tehnike za namjeravanu svrhu. Validacija mikrobioloske metode takoder pridonosi
osiguranju kvalitete laboratorijskih rezultata i vaZan je korak u regulaciji farmaceutskih procesa.
Moze ukljuéivati procjenu samog postupka metode kao i prikladnost uzorka koji se analizira ili
testira u odnosu na tu metodu. S napretkom tehnologije i regulatornih zahtjeva mikrobioloske
metode ,,okrecu” se sve vise kvantitativnim metodama te se ,,udaljavaju® od kvalitativnih. Bez
obzira koriste li se tradicionalne ili naprednije metode, zajedni¢ko za validaciju mikrobioloske
metode je: odredivanju ima li uzorak koji se ispituje antimikrobna svojstva 1 mogu li uvjeti
inkubacije i rasta oporaviti mikroorganizme koji mogu biti prisutni do prihvatljive razine
(Sandle, 2015). Usporedno s razvojem metode, a prije validacije moraju se postaviti i kriteriji
prihvatljivosti. Kriteriji prihvatljivosti ukljucuju mikroorganizme koji se moraju ukljuciti u
proces validacije, hranjivu podlogu, temperatura inkubacije/okoline, vrijeme inkubacije,
atmosferu u kojoj se inkubiraju mikroorganizmi, specifi¢nost, robusnost, linearnost, opseg

metode, to¢nost, ponovljivost. Takoder postoje i alternativne i brze mikrobioloske metode koje

15



mogu ucinkovitije provesti mikrobiolosku kontrolu i poboljSano osiguranje kvalitete

farmaceutskog proizvoda (Gordon, 2011).

2.6. PROCJENA VREMENA TRAJANJA HRANJIVE PODLOGE

Hranjiva podloga ima definirane uvjete ¢uvanja kao i datum isteka roka valjanosti (Martin,
1971). Komercijalna pakiranja dehidriranih hranjivih podloga nakon otvaranja trebaju imati
oznaku datuma kada su otvorena i smiju se koristiti do isteka roka valjanosti uz uvjet da nije
doslo do promijene u strukturi podloge. Ispitivanje roka valjanosti potvrda je roka trajanja
hranjive podloge. Rok trajanja ovisi 0 uvjetima skladistenja, kemijskoj stabilnosti podloge,
kvaliteti polaznih materijala i formulacije, procesu proizvodnje podloge, procesu sterilizacije,
kvaliteti 1 vrsti spremnika u kojem je podloga pohranjena. Hranjive podloge nakon pripreme i
sterilizacije cuvaju se u hladnjaku pri 2 — 8 °C najduZe mjesec dana, odnosno ako se radi o
komercijalno pripravljenim hranjivim podlogama, ¢uvaju se pri propisanim uvjetima u
definiranom roku valjanosti kako je proizvoda¢ naveo na pakiranju. Industrijski pripravljene
(ready-to-use) podloge u zatvorenim spremnicima mogu se Kkoristiti za analize do datuma
otisnutog na pakiranju, uz uvjet da su ¢uvane prema preporuci proizvodaca. Za procjenu
vremena isteka roka trajanja, provodi se testiranje rasta mikroorganizama na kraju roka trajanja.
Dobiveni rezultati trebali bi zadovoljiti iste kriterije kao pri izvornome testiranju (PLIVA
HRVATSKA, 2022a).

2.7. ISPITIVANJE STERILNOSTI

Pojam sterilnosti prvenstveno se odnosi na svojstvo koje ukazuje na odsutnost
mikroorganizama. Ispitivanje sterilnosti predstavlja analiticku metodu kojom se ispituje
odnosno potvrduje sterilnost uzorka. Primjenjuje se za ispitivanje sterilnosti supstancija,
poluproizvoda, pakiranih materijala, gotovih proizvoda te ostalih uzoraka koji moraju biti
sterilni prema propisanoj specifikaciji. Svaki postupak ispitivanja sterilnosti mora biti asepti¢an
odnosno negativnom kontrolom dokazan da je isti proveden u asepti¢nim uvjetima rada §to
ukljucuje sterilnost upotrijebljenoga pribora, otopina i podloga. Kontrola podloga 1 provjera
hranjivosti podloga za ispitivanje sterilnosti provodi se na svakoj seriji pripravljene i sterilizirane

podloge te na svakoj zaprimljenoj isporuci podloga istoga LOT-a.
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Tryptic Soy Broth (TSB) odnosno medij za digestiju kazeina soje hranjiva je podloga koja
se koristi za izolaciju i uzgoj mikroorganizama. Koristi se za provjeru sterilnosti, ali je i generalni
tekuc¢i medij koji se koristi pri ispitivanju hranjivih svojstava medija. Moze se takoder koristiti 1
za simulacijska ispitivanja (Booth, 2006) .

Fluid Thioglycollate Medium (FTM) Koristi se za uzgoj anaerobnih i aerobnih bakterija.
Primarno se koristi za ispitivanje sterilnosti te kao takav sadrzi resazurin, oksidacijsko-

redukcijski indikator (Sandle, 2019).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Hranjive mikrobioloske podloge

Za validaciju i kontrolu ¢uvanja hranjivih podloga i to za ispitivanje sterilnosti odredenih

gotovih farmaceutskih proizvoda koristile su se sljedece hranjive podloge:

ready-to-use hranjiva mikrobioloska podloga TSB
ready-to-use hranjiva mikrobioloska podloga FTM
Tryptic Soy Agar (TSA)

Sabouraud Dextrose Agar (SDA)

Tryptic Soy Broth (TSB)

Reinforced Medium for Clostridium (RMC)
Trypcase Soy agar + 5 % ov¢ja krv (TSS)

3.1.1.1. Sastav mikrobioloske hranjive podloge TSB

Pepton iz kazeina 17,0 g/L;
Pepton iz sojinog brasna 3,0 g/L;
D (+) glukoza 2,5 g/L;

Natrijev klorid 5,0 g/L;
Di-kalijev hidrogenfosfat 2,5g/L

3.1.1.2. Sastav mikrobioloske hranjive podloge FTM

Pepton iz kazeina 15,0 g/L;
Kvascev ekstrakt 5,0 g/L ;

D (+) glukoza 5,5 g/L;
L-cistein 0,5 g/L;

Natrijev klorid 2,5 g/L;
Natrijev tioglikolat 0,5 g/L;
Natrijev resazurin 0,001 g/L;
Agar-agar 0,75 g/L.
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3.1.1.3. Sastav mikrobioloske hranjive podloge RMC
e Mesni ekstrakt 10,0 g/L;
e Pepton 5,0 g/L;
o Kvascev ekstrakt 3,0 g/L;
e D (+) glukoza 5,0 g/L;
e Skrob1,0g/L;
e Natrijev klorid 5,0 g/L;
e Natrijev acetat 3,0 g/L;
e L-cistein klorid 0,5 g/L;
e Agar-agar 0,5 g/L.
3.1.1.4. Sastav mikrobioloske hranjive podloge SDA
e pepton 10,0 g/L;
e D (+) glukoza 20,0 g/L;
e agar-agar 170 g/L.
3.1.1.5. Sastav mikrobioloske hranjive podloge TSA
e pepton iz kazeina 15,0 g/L
e pepton iz sojinog brasna 5,0 g/L
e natrijev klorid 5,0 g/L
e agar-agar 15,0 g/L
3.1.1.6. Sastav mikrobioloske hranjive podloge TSS
e pepton iz kazeina 15,0 g/L
e pepton iz sojinog brasna 5,0 g/L
e natrijev klorid 5,0 g/L
e agar-agar 15,0 g/L

e ov¢akrv5%

3.1.2. Test mikroorganizmi

Pri ispitivanju pogodnost za rast tj. hranjivost ready-to-use podloga koriste se suspenzije
test mikroorganizama koje se pripremaju u Laboratoriju. KoriSteni test mikroorganizmi prema
zahtjevu SOP001608 (PLIVA HRVATSKA, 2023b) su: Staphylococcus aureus ATCC 6538,
Bacillus subtilis ATCC 6633, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, Clostridium sporogenes
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ATCC 11437, Candida albicans ATCC 10231, Aspergillus brasiliensis ATCC 16404, ,,in-
house* soj Bacillus beringensis (podaci o soju su interni), ,,in-house soj Propionibacterium
acnes (podaci o soju su interni).
Taksonomska klasifikacija mikroorganizama je kako slijedi:
Test mikroorganizam Staphylococcus aureus ATCC 6538

Carstvo: Bacteria

Koljeno: Firmicutes

Razred: Bacilli

Red: Bacillales

Porodica: Staphylococcaceae

Rod: Staphylococcuschen

Vrsta: Staphylococcus aureus (De La Fuente i sur., 1985)

Test mikroorganizam Bacillus subtilis ATCC 6633
Carstvo: Bacteria
Koljeno: Bacillota
Razred: Bacili
Red: Bacillales
Porodica: Bacillaceae
Rod: Bacillus
Vrsta: Bacillus subtilis (Kovacs, 2019)

Test mikroorganizam Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027
Carstvo: Bacteria
Koljeno: Pseudomonadota
Razred: Gammaproteobacteria
Red: Pseudomonadales
Porodica: Pseudomonadaceae
Rod: Pseudomonas

Vrsta: Pseudomonas aeruginosa (Rudra i sur., 2022)

Test mikroorganizam Clostridium sporogenes ATCC 11437
Carstvo: Bacteria
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Koljeno: Bacillota
Razred: Clostridia

Red: Eubacteriales
Porodica: Clostridiaceae
Rod: Clostridium

Vrsta: Clostridium sporogenes (Prevot, 1938)

Test mikroorganizam Candida albicans ATCC 10231
Carstvo: Gljive
Koljeno: Ascomycota
Razred: Saccharomycetes
Red: Saccharomycetales
Porodica: Saccharomycetaceae
Rod: Candida
Vrsta: Candida albicans (Berkhout, 1923)

Test mikroorganizam Aspergillus brasiliensis ATCC 16404
Kraljevstvo: Gljive
Koljeno: Ascomycota
Razred: Eurotiomycetes
Red: Eurotiales
Porodica: Trichocomaceae
Rod: Aspergillus

Vrsta: Aspergillus brasiliensis (Samson i sur., 2004)

Test mikroorganizam Bacillus beringensis
Carstvo: Bacteria
Koljeno: Firmicutes
Razred: Bacili
Red: Bacillales
Porodica: Bacillaceae
Rod: Bacillus

Vrsta: Bacillus beringensis (Larkin i Stokes, 1967)



Test mikroorganizam Propionibacterium acnes
Carstvo: Bacteria
Koljeno: Actinomycetota
Razred: Actinomycetia
Red: Propionibacteriales
Porodica: Propionibacteriaceae
Rod: Cutibacterium

Vrsta: Propionibacterium acnes (Dekio i sur., 2015)
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3.1.3. Pribor i oprema

U tablici 1 su prikazani svi koristeni laboratorijski uredaji i drugi laboratorijski materijali.

Tablica 1. Popis koristenih laboratorijskih uredaja i drugih materijala

Uredaj Model Proizvodacd
pH-metar S47 Seven Multi Mettler Toledo
pH-metar MP225 Mettler Toledo

Parni sterilizator Ge-669 ERC 2 Getinge

Hladnjak Kirsch Labo 720 Kirsch Medical

Mikroskop Tip BX 50 Olympus

Hladna komora za ¢uvanje
materijala pri 2-8° C

Thermasgard HFTM

S+S Regeltechnik GmbH

Cista zona s jednosmjernim

strujanjem zraka klase KTB-VS 1l Klima oprema
Cistoce zraka A
Zamrzivac MDF-U53V Sanyo Electric Co.
Automatska pipeta Reference 2 Eppendorf
Uzorkovac zraka MAS-100 NT Merck
Vodena kupelj Memmert WB/OB 7 Memmert
Inkubator MIR-554 Sanyo Electric Co.
Inkubator MIR-553 Sanyo Electric Co.
Termostat MIR-154 Panasonic
Vortex GENIUS 3 IKA
Multipipeta MULTIPETTE-M4 Eppendorf
Kivete 14 ml PP Tube sterile Greiner bio-one

Mikrobioloske uSice, sterilne

LOOPS 1 UL SOFT

Copan Group

Sterilni nastavci Ep Dualfilter T.1.P.S. Eppendorf

Sterilni nastavci Combitips advanced Eppendorf
Pinceta SS 105MM LLG

Gumene rukavice TouchNTuff Ansell

Indikator anaerobnih uvjeta

Microbiology Anaerotest

Merck Milipore

Anaerobna vrecica GENbag anaer bioMérieux
Sterilne epruvete / In house
Petrijeve ploce 90mm sterile bioM¢érieux
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3.1.4. Otopina koristena za pripremu suspenzija test mikroorganizama

o Natrij klorid pepton otopina (pH 7,0)

3.1.5. Kemikalije koriStene pri laboratorijskom radu
e Sterilna otopina etanola Premiere Klericide 70/30 (dezinfekcija)

e Technicka puferska otopina pH 7,00; 4.01; i 9,21 (METTLER TOLEDO) (umjeravanje
pH-metra)

3.2. METODE

3.2.1. Opis nacina rada u Mikrobioloskom i bioloskom laboratoriju

Izvodenje ovog istrazivanja, u organizacijskoj jedinici Mikrobioloski i bioloski laboratorij,
provedeno je u skladu s dobrom proizvodackom praksom (engl. Good Manufacturing Practice,
GMP). GMP je dio sustava osiguranja kakvoce, kojom se postize da se lijekovi dosljedno i trajno
proizvode i provjeravaju prema odgovaraju¢im standardima kakvoce u skladu s njihovom
namjenom (NN, 76/13). GMP ukljucuje: edukaciju djelatnika, prakticiranje odgovarajuéih
higijenskih standarda, odrzavanje ¢istoce i urednosti objekata, opreme i radnog prostora, zatim
validaciju procesa, prac¢enje procesa te zapisivanje i biljezenje svih pobrojenih radnji, postupaka,
procesa i rezultata elektroni¢ki i na papiru. Prije poCetka rada, svaki analitiCar mora proci
edukaciju i trening ba§ za analizu kojom ¢e se uglavnom baviti. Trening je prakti¢ni dio u
laboratoriju, a ukljucuje sve tehnike i metode kojima analiticar mora u cijelosti ovladati te koje
¢e koristiti u svrhu obavljanja odredene analize.

U svakome laboratoriju, posebice u organizacijskoj jedinici Mikrobioloski i bioloski
laboratorij, vrijede propisana pravila za ¢iS¢enje i dezinfekciju pribora, drugih materijala u
uporabi, instrumenata, radnih povrSina i1 prostora, koje se provode sukladno preciznim
uputstvima. Ova pravila imaju za cilj osigurati odgovarajuéu Visoku c¢isto¢u prostora,
laboratorijskih instrumenta i opreme, ali i zastiti sve vrste uzoraka kao i djelatnike. Sva vazeca
pravila i uputstva u skladu su s preporukama dobre laboratorijske prakse (engl. Good Laboratory
Practice, GLP). Cjelokupno istrazivanje opisano u ovom radu provedeno je u skladu sa
spomenutim pravilima i uputstvima.

Pod pojmom ,,¢iS¢enje” podrazumijevaju se postupci fizickog uklanjanja mehanickih,

kemijskih i mikrobioloskih onecis¢enja. Pod pojmom ,dezinfekcija“ podrazumijevaju se
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postupci koji se provode s ciljem unistavanja, usporavanja rasta i razmnozavanja ili uklanjanja
nepozeljnih mikroorganizama. Sredstvo, najées$¢e kemijsko, koje se koristi za dezinfekciju,
naziva se dezinficijens. Svaki koriSteni dezinficijens potvrden je kroz studiju efikasnosti
dezinficijensa. Sredstva koja se koriste za uklanjanje necisto¢a s laboratorijskog namjestaja,
instrumenata, opreme i ruku djelatnika su razlicita i mogu biti: tekuci detergenti, tekuci sapuni,
sredstva za uklanjanje vodenog kamenca, neabrazivna sredstva za ¢iS¢enje i poliranje, abrazivna
sredstva za odmas¢ivanje i ¢iS¢enje jako zaprljanih povrSina (npr. 70 % v/v otopina etanola). Od
sredstava za dezinfekciju koriste se dezinficijensi s klorheksidinom, kvarternim amonijevim
spojevima, klorom te alkoholi. Pribor koji se smije koristiti za ¢is¢enje i dezinfekciju su krpe,
spuzve, kistovi, Cetke, metle, plasticne posude, T-Stap, papirnati rucnici, stani¢evina i drugo
(PLIVA HRVATSKA, 2022b).

Priprema 70 % v/v otopine etanola. Volumen od 730 mL 96 % etanola razrijedi se s
deioniziranom vodom do 1000 mL. Ovako priredena otopina se primjenjuje nanosenjem tankim
mlazom po stanievini te se prebriSu povrsine i ostave da se osuse na zraku.

Pripreme otopine detergenata. Otopine detergenata prireduju se u konaénom volumenu
od 1000 mL i to kao 0,5 % i 2 % otopine.

Dezinficijens. Sterilni dezinficijens komercijalnog imena ,,Klericide 70/30° koristi se za
prebrisavanje povrsina laboratorijskog namjestaja, opreme i instrumenata. Nanosi se tankim
mlazom (nikako rasprSivanjem) po stani¢evini, kojom se prebriSu povrsine. Komercijalno
pripravljen dezinficijens za higijensku dezinfekciju ruku ,,Plivasept blue* nanosi se na dlanove
suhih ruku i utrljava u kozu sve dok se koza potpuno ne osusi (najmanje 30 s) (PLIVA
HRVATSKA, 2022b).

Osobna zastitna obu¢a i odjeca. Osobna zastitna obuca i odjeca je obavezna tijekom rada
u Laboratoriju. U ovu grupu pripadaju: laboratorijska kuta, radna obuca, gumene rukavice,
navlake za obucu, kapa te zaStitne naocale. Svaki analiti¢ar duZan je drZati se navedenih mjera
zaStite 1 pravila odrzavanja uvjeta na radu.

Plan ¢iSéenja Laboratorija. Plan ciS¢enja Laboratorija provodi se ovisno o stupnju
kriticnosti odredenih povrsina te je sukladno tomu propisana i ucestalost ¢iS¢enja i dezinfekcije
ovih povrSina. Na dnevnoj bazi provodi se ¢iS¢enje 1 dezinfekcija laboratorijskog namjestaja 1
opreme, to¢nije prije pocetka, tijekom i po zavrSetku rada (npr. laminar). Jednom tjedno provodi
se ¢iS¢enje manje kriticnog laboratorijskog namjestaja, opreme i instrumenata (npr. povrsine oko
racunala) te se jednom mjesecno Cisti i dezinficira nekriti¢ni laboratorijski namjestaj, oprema i

instrumenti. Pod pojmom Kriti¢ne povrsine podrazumijevaju se sve one povrsine koje mogu doci
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u izravan doticaj s uzorkom te tako dovesti do mikrobioloske ili mehanicke kontaminacije
tijekom provodenja analize. Prilikom provodenja analize hranjivosti odredene podloge, kriti¢ne
povrsine koje su bile u izravnom doticaju s uzorkom su: ¢iste zone s jednosmjernim strujanjem
zraka (unutarnje povrsine), pH-metri, uzorkovac zraka, kolica za uzorke, radni stol, automatske
pipete. Manje kriti¢ne povrsine tj. povrsine Koje nisu u izravnom kontaktu s uzorcima, ali su dio
analize, su: inkubatori (unutarnje i vanjske povrsine), hladnjaci i zamrzivaci. Nekriticne povrsine
koje su dio analize, ali ne mogu izravno utjecati na rezultat analize su: hladna komora (police,
podovi, zidovi i stropovi), ormari s hranjivim podlogama, ormari s dokumentacijom, ormari s
laboratorijskim sudem, ladice, police, racunala, printeri, kako je to detaljno opisano u
SOP003674 (PLIVA HRVATSKA, 2022b).

3.2.2. Priprema i odredivanje primarnih parametara hranjivih podloga za podrzavanje rasta test

mikroorganizama

U primarne parametre hranjivih podloga za podrZavanje rasta test mikroorganizama ubrajaju se:
vizualna karakterizacija, odredivanje pH vrijednosti, provjera mikrobioloSkog statusa podloge i
provjera hranjivosti podloge.

Na pocetku ove analize ponajprije se uzorkuje zrak unutar laminara, odnosno Ciste zone s
jednosmjernim strujanjem, i to primjenom uzorkovaca zraka. Uzorkovanje zraka unutar
laminara obavezno je naciniti prije svake analize, koja se odvija unutar laminara. Rezultat
mikrobioloske analize uzorkovanog zraka (analiza se provodi u Environmental Monitoring tj.
drugom odjeljku MikrobioloSkog 1 bioloSkog laboratorija, PLIVA Hrvatska d.o.o., rezultati
analize uzorkovanog zraka nisu dio ovog rada) izuzetno je vazan i1 mora zadovoljiti kriterije
stupnja Cisto¢e zraka unutar laminara (interni dokument, PLIVA HRVATSKA). Ukoliko
rezultat analize zraka pokaze prisutnost kontaminanata iznad dozvoljene vrijednosti, ni rezultat
same analize, koja se provodi u laminaru, nije valjan odnosno povecana je mogucnost
kontaminacija uzoraka zrakom koji struji u laminaru. Spremnici hranjivih ready-to-use podloga
TSB i FTM dopremaju se u kartonskim kutijama i u svakoj od kutija nalazi se po sest bocica od
100 mL korisnog volumena.

Vizualna karakterizacija. Ponajprije se detaljno odreduju vizualne karakteristike hranjive
podloge u spremniku: izgled i boja podloge, uklju¢uju¢i promjene poput pojave kristala ili
aglomeracija u podlozi te promjene boje i strukture podloge, zatim eventualna ostecenja na

spremnicima - boc¢icama (npr. napuknuce stakla bocice) kako bi se usporedile s propisanim
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izgledom i1 bojom definiranom od strane proizvodaca za ovu podlogu (poglavlje 4.1.). Podloge
se pregledavaju netom prije ispitivanja njihove hranjivosti. Svaku bocicu, koja se koristi u
analizi, detaljno se pregleda te, ukoliko je sve u redu, bo¢ica se uzima u obzir za daljnju analizu.
Kod provjere ready-to-use hranjivih mikrobioloskih podloga, izgled i boja se provjeravaju u dva
navrata - prvi put odmah nakon dolaska podloge u laboratorij, a drugi put na kraju njezinoga
roka valjanosti odnosno provodi se validacija podloga (poglavlje 4.2.).

Odredivanje pH vrijednosti. Kontrola pH vrijednosti provodi se odredivanjem ove
vrijednosti pomoc¢u pH-metra (Mettler, Toledo). Za odredivanje pH vrijednost hranjivih
podloga, pH metar se kalibrira za podruc¢je primjene prema postupku opisanom u SOP005208
,Odredivanje pH vrijednosti (PLIVA HRVATSKA, 2022c). Odredivanja se provode u
temperaturnom rasponu od 23 do 25 °C. pH metar je potrebno umjeriti jednom dnevno i to prije
mjerenja pH vrijednosti ready-to-use hranjivih podloga. Umjeravanje se provodi Metller Toledo
puferskim otopinama s pH vrijednostima 4.01, 7.00 i 9.21. Iz jedne od bocica koje se koriste u
analizi, u malu laboratorijsku ¢asu, unutar laminara, pipetira se nekoliko mililitara (proizvoljno)
svake podloge koja se analizira, ali volumen treba biti dovoljan da se pH elektroda moze uroniti
u ¢aSu s odpipetiranim volumenom podloge. Odredeni pH upisuje se u addendum (slike 5 i 6).
Kao i vizualne karakteristike hranjivih podloga, pH vrijednosti ready-to-use hranjivih podloga
se provjeravaju u dva navrata - prvi put nakon dolaska podloga u laboratorij, a drugi put na kraju
roka valjanosti, prilikom njihove validacije. Dobivena pH vrijednost se usporeduje s
certificiranom pH vrijednosti za odredeni tip podloge, kako je naveo proizvodac.

Kontrola mikrobioloskog statusa (sterilnosti). Kontrola mikrobioloskog statusa hranjivih
podloga provodi se prema uvjetima inkubacije prikazanim u tablici 3. Za kontrolu sterilnosti
ready-to-use hranjivih podloga uzimaju se po dvije bocice hranjive podloge korisnog volumena
100 mL i to iz svakog LOT-a koji se analizira. Ove se neotvorene bocice odnose u inkubator na
inkubaciju kroz period (tablica 3, slike 5 i 6). Ovdje se pod pojmom inkubacija podrazumijeva
odrZavanje kontroliranih uvjeta radi postizanja optimalnog rasta mikroorganizama (PLIVA
HRVATSKA, 2023b). Nakon inkubacije, promatra se pojava zamucenja tekuce hranjive
podloge odnosno porast kolonija na ¢vrstoj hranjivoj podlozi te se zabiljezi rezultat pregleda u
addendum. Produljeno vrijeme inkubacije za provjeru mikrobioloskog statusa je dopusteno. Ovo
ispitivanje provodi se dva puta kod ready-to-use mikrobioloskih podloga, i to prvi put nakon
dolaska podloga u laboratorij, a drugi put na kraju roka valjanosti prilikom provedbe validacije,

kao i kod provjere vizualnih karakteristika i odredivanja pH vrijednosti hranjivih podloga.
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Hranjivosti tj. pogodnosti za rast test mikroorganizama. Za ispitivanje hranjivosti tj.
pogodnosti za rast test mikroorganizama ovih dviju ready-to-use mikrobioloskih podloga,
koriste se farmakopejski propisani test mikroorganizmi koji se pobrojani u tablici 2. Cilj je
utvrditi podrzava li odredena podloga rast odredene skupine test mikroorganizama. Za
Ispitivanje hranjivosti podloga koriste se tjedne radne kulture test mikroorganizama iz kojih se
pripravljaju svjeze suspenzije test mikroorganizma u odredenom puferu. Svjeza suspenzija test
mikroorganizma se priprema razrjedivanjem, kako bi se dobila razrjedenja koja u primijenjenom
volumenu (0,1 mL) sadrze manje od 100 CFU/mL. Za provedbu analize hranjivih svojstava
ready-to-use hranjive podloge, koje su od proizvodaca stigle u bo¢icama s korisnim volumenom
od 100 mL, iz bocica se pipetira po 9,0 mL podloge u sterilne epruvete. Buduc¢i da se test
mikroorganizam nacijepljuje u podlogu trima razli¢itim razrjedenjima, za svaki mikroorganizam
koriste se po tri sterilne epruvete. Takoder, u analizu je potrebno ukljuciti i poredbenu podlogu
(P). Pod pojmom poredbena podloga podrazumijeva se vec¢ prije ispitana, odobrena, ista vrsta
hranjive podloge kao i ona koja se ispituje, samo poredbena podloga je izuzeta iz sasvim drugog
LOT-a. Odabrana decimalna razrjedenja suspenzije test mikroorganizama (50 pL), pipetiraju se
automatskom pipetom na: ispitivanu ili testnu podlogu (T), poredbenu podlogu (P) i, kod
bakterija kao test mikroorganizama na ¢vrstu TSA podlogu, a u slucaju kvasaca i plijesni kao
test mikroorganizama, na ¢vrstu SDA podlogu. Postupak inokuliranja poredbene podloge (P)
identican je kao i za ispitivanu ili testnu podlogu (T). Nakon inokulacije svih pobrojenih podloga,
slijedi inkubacija kroz odredeni vremenski period i pri propisanoj temperaturi (tablica 2). Nakon
inkubacije, broje se kolonije test mikroorganizama koje su porasle na TSA i SDA te se upisuju
u addendum. Broj poraslih kolonija odredenih test mikroorganizama, koje su porasle na TSA i
SDA, kvantitativna je informacija koja je u korelaciji s ispitivanom podlogom (T). Nakon
proteka vremenskog perioda inkubacije test mikroorganizama, epruvete s rezultirajuéim
suspenzijama pregledavaju se vizualno. Zamucenje podloge, koja je prije inkubacije bila bistra,
najéeséi je pokazatelj pozitivnog rasta mikroorganizma. Cesto se mogu uogiti i kolonije u obliku
kratkih, ostrih zareza, sitnih ili krupnijih okruglih kolonija koje lebde u suspenziji u epruveti.
Kod provjere hranjivosti ready-to-use mikrobioloskih podloga, ukupno se provode dva testa -
prvi put nakon dolaska podloga u laboratorij, a drugi put na kraju njezinog roka valjanosti.

Hranjive podloge koje se koriste u mikrobioloSkim analizama kontroliraju se prije upotrebe
ili iznimno, u dogovoru s rukovodstvom Laboratorija, istovremeno s njihovom primjenom.
Odgovarajuca kvaliteta podloge mora biti potvrdena prije izdavanja rezultata analize u kojoj je

koriStena ista podloga. Ready-to-use hranjiva podloga pri dolasku se zaprima zajedno s
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certifikatom proizvodaca, koji se ¢uva uz rezultate ispitivane hranjive podloge (prilozi 11 2).
Hranjiva podloga koja nije zadovoljila ove zahtjeve za kvalitetu ne smije se koristiti u

mikrobioloskim analizama.

3.2.3. Postupci priprave primarnih, radnih i tjednih kultura test mikroorganizama

Prvi korak u analizi hranjivih podloga je priprava tjednih radnih kultura svih test
mikroorganizama (Staphylococcus aureus ATCC 6538, Bacillus subtilis ATCC 6633,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, Clostridium sporogenes ATCC 11437, Candida
albicans ATCC 10231, Aspergillus brasiliensis ATCC 16404, Propionibacterium acnes,
Bacillus beringensis), koji su potrebni za analizu. Ovdje zadnja dva soja test mikroorganizama
su tzv. in house mikroorganizmi i nemaju cjelovitu oznaku u svome nazivu poradi zastite ovih
podataka izvan tvrtke PLIVA Hrvatska d.o.0.

Tjedne radne kulture test mikroorganizama dobivaju se precjepljivanjem biomase iz tzv.
radne kulture, a koriste se za pripremu svjezih kultura za potrebu mikrobioloskog ispitivanja.
Pod pojmom radna kultura test mikroorganizma podrazumijeva se biomasa porasla nakon
nacjepljivanja iz tzv. mati¢ne ili primarne kulture, a Koristi se za pripremu tjednih radnih kultura.
Ozivljavanje kulture odredenog mikroorganizma iz liofilizata iz zbirke mikroorganizama i
njezino odrzavanje zamrzavanjem (tzv. seed-lot postupak, slika 4) omoguéuju dugotrajno
Cuvanje Ciste kulture odredenog soja mikroorganizma stabilnog genotipa i fenotipa te
osiguravaju njihovu sljedivost. Primarna kultura mikroorganizama dobiva se s jednim ili dva
uzastopna precjepljivanja, pocev 0d mati¢ne kulture. Tjedna radna kultura koristi se za pripravu
svjezih kultura test mikroorganizama za potrebe mikrobioloskih ispitivanja. Za potrebe pripreme
tjednih radnih kultura mikroorganizama, koje se koriste za mikrobioloSka ispitivanja ili za
potrebe pripreme novih primarnih i radnih kultura za banku mikroorganizama, krio-bogdice se u
transportnoj krio-kutiji prenose iz zamrzivaca s temperaturom - 65 °C do - 85 °C odnosno banke
mikroorganizama, u zamrziva¢ s temperaturom od - 20 °C do - 35 °C, gdje se ¢uvaju dok se iz
krio-bocice ne potrose sve keramicke kuglice s mikroorganizmima. Naime, keramicke kuglice
su nosaci preko kojih je pipetiranjem nanesena suspenzija odredenog soja mikroorganizma i
Cuva se pri relativno niskoj temperaturi. Krio-bocice se drze u transportnoj krio-kutiji za vrijeme
pripreme tjednih radnih kultura mikroorganizama u ¢istoj zoni s jednosmjernim strujanjem zraka
(laminar). Krio-kutija izradena je od stiropora s vanjske strane te metalnog dijela s unutarnje

strane s numeriranim mjestima za krio-bocice, koje se mogu postaviti u ovu krio-kutiju. Dakle,
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glavna uloga krio-kutije je odrzavanje prikladne definirane niske temperature krio-bocica izvan
zamrzivaca. Mikroorganizmi radne kulture nalaze se u krio-bocicama, na nosa¢ima koji su
zapravo porozne keramicke kuglice uronjene u Krio-protektivnu tekuéinu. Pincetom se uzme iz
krio-bocice jedan pelet ili keramicka kuglica s odredenim mikroorganizmom te se laganim
pokretima stanice na kuglici (peletu) razvuku po povrsini odgovarajuce hranjive podloge - TSA
ukoliko se radi o bakterijama, ili SDA ukoliko se priprema kultura kvasca ili plijesni. Ukoliko
se prireduje tjedna kultura in-house test mikroorganizma, uzima se hranjiva podloga TSS, budu¢i
da je to krvni agar, koji pospjeSuje rast mikroorganizma koji inace slabije raste na drugim
hranjivim podlogama. Krio-bocica s preostalim kuglicama se, §to je moguce prije, vrata u
transportnu Kkrio-kutiju i zatim u zamrziva¢ s temperaturom od - 20 °C do - 35 °C u kojem se
¢uvaju u krio-kutiji ili transportnoj krio-kutiji dok se ne potroSe sve keramicke kuglice ili do
isteka roka valjanosti. Nacijepljene tjedne kulture se zatim inkubiraju pri temperaturi 30 — 35 °C
za bakterije, te 20 — 25 °C za kvasce i plijesni. Nakon njihove inkubacije, na povrsini ¢vrstih
podloga vidljive su kolonije mikroorganizama te se tako dobivene tjedne kulture mogu koristiti
maksimalno kroz tjedan dana. Ukoliko su za rast bakterija potrebni anaerobni uvjeti, koriste se
vre€ice za inkubaciju, a njihova nepropusnost se provjerava upotrebom indikatora za utvrdivanje
anaerobnih uvjeta (npr. Anaerotest®), a inkubacija se provodi tijekom 24 — 48 sati. Nakon
inkubacije nacijepljeni test mikroorganizama, makroskopski se provjerava ¢istoca tjednih radnih
kultura mikroorganizama, gdje su na povrsini ¢vrstih podloga vidljive kolonije mikroorganizama
te se tako pripravljene tjedne kulture ¢uvaju u hladnjaku pri temperaturi 2 — 8 °C maksimalno
tijekom sedam dana. Ovako pripremljene tjedne radne kulture se koriste za pripravu svjezih
kultura test mikroorganizama za potrebe mikrobioloskih ispitivanja. Tijekom izrade banke
mikroorganizama Koristi se tzv. seed-lot postupak (slika 4.) kako bi broj precjepljivanja bio $to
manji, buduci da se u mikrobioloskim ispitivanjima koriste kulture mikroorganizama s najvise

pet precjepljivanja, pocevsi od mati¢nih kultura.
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P1-PASAZA 1
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P2-PASAZA 2 b ( R2-PASAZA 2 h RADNA KULTURA
R1-PASAZA 1
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-20°C do -35°C (max 181 dan) k. -20°C do -35°C (max 181 dan) ) k. -20°C do -35°C (max 181 dan) y
R3-PASAZA 3 TJEDNA RADNA KULTURA TIEDNA RAI:\N;I\‘ KULTURA

-65°C do -85°C 2-8°C(7 dana) 2-8°C (7 dana)
-20°C do -35°C (max 181 dan)
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( SVJEZA KULTURA SVJEZA KULTURA

TJEDNA RADNA KULTURA MIKROORGANIZAMA MIKROORGANIZAMA

2-8°C (7 dana)

v

SVIEZA KULTURA - kontrola prije dubokog zamrzavanja (odredivanje broja mikroorganizama, identifikacija)
MIKROORGANIZAMA

- kontrola nakon zamrzavanja -najranije 48 sati nakon dubokog zamrzavanja (odredivanje
broja mikroorganizama, €isto¢a kulture, identifikacija)

- kontrola ¢uvanja provodi se svake dvije godine (odredivanje broja mikroorganizama,
identifikacija)

Slika 4. Seed-lot postupak, koji se primjenjuje u Mikrobioloskom i biolo§kom laboratoriju,
PLIVA Hrvatska d.o.0. (PLIVA HRVATSKA, 2018)



3.2.3.1. Priprava aerobnih bakterijskih kultura test mikroorganizama

Uzgoj aerobnih test mikroorganizama zapocinje precjepljivanjem biomase S TSA Cvrste
podloge prethodno pripremljenih tjednih radnih kultura (jednim kratkim potezom mikrobioloske
eze dio porasle biomase kulture mikroorganizma duljine oko 5mm) u TSB i inkubira pri 30 - 35
°C kroz vremensko razdoblje 18-24 sata. Nakon inkubacije prirede se razrjedenja porasle
suspenzije (automatskom pipetom se 1,0 mL suspenzije pipetira u epruvetu s 9 mL puferirane
otopine natrij klorid peptona pH 7,0) najcesc¢e do sedmog razrjedenja, ovisno o mikroorganizmu
tako da posljednje priredeno razrjedenje imaju manje od 100 CFU/mL, kako je propisano prema
zahtjevu farmakopeje. Pripremljene suspenzije koriste se unutar 2 ili 24 h, ukoliko se ¢uvaju na
2 -8 °C. Pri analizi se koriste tri razli¢ita priredena decimalna razrjedenja i to za Staphylococcus
aureus ATCC 6538 i Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 107°,107°,10~7; dok za Bacillus
subtilis ATCC 6633 i Bacillus beringensis razrjedenja 10™%,107>,107°.

3.2.3.2. Priprava kulture anaerobne bakterijske vrste test mikroorganizma Clostridium

sporogenes ATCC 11437 i Propionibacterium acnes

Tjedna kultura test mikroorganizma Clostridium  sporogenes ATCC 11437 i
Propionibacterium acnes (in house soj) priprema se na slican nac¢in kao i kultura aerobnih
mikroorganizama. Razlika je §to se kulture ovih mikroorganizama uzgajaju u RMC podlozi (za
razliku od TSB podloge koja se koristi za uzgoj aerobnih kultura) pri anaerobnim uvjetima
uzgoja i to pri temperaturi 30 — 35 °C tijekom 24 — 48 h. Nakon inkubacije rade se decimalna
razrjedenja istim postupkom kao i za pripravu aerobnih bakterijskih kultura. Pri analizi se koriste
tri razli¢ita decimalna razrjedenja i to: za Clostridium sporogenes 1075,107%,1077, a za

Propionibacterium acnes 10™%,1075,107°,

3.2.3.3. Priprava kulture test mikroorganizma vrste Candida albicans ATCC 10231
Tjedna kultura test mikroorganizma Candida albicans ATCC 10231 pripravi Se uzgojem na
SDA inkubacijom pri 20 — 25 °C kroz vremenski period od 2 — 3 dana. Nakon inkubacije

prireduju se decimalna razrjedenja kao i u postupku priprave aerobnih bakterijskih kultura.

3.2.3.4. Priprava kulture test mikroorganizma vrste Aspergillus brasiliensis ATCC 16404
Tjedna kultura test mikroorganizma Aspergillus brasiliensis ATCC 16404 pripravi se

uzgojem na SDA inkubacijom pri 20 — 25 °C kroz vremenski period od 5 — 7 dana to¢nije dok
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stanice ovog soja ne formiraju spore. Nakon inkubacije, prirede se decimalna razrjedenja, kako

je opisano u poglavlju 3.2.
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3.2.4. Kriteriji prihvatljivosti hranjivih podloga
Rezultati analize hranjive podloge su prihvatljivi ukoliko je test hranjivosti pozitivan.

Pozitivan test znaci da je na ispitivanim ready-to-use hranjivim podlogama uoc¢en karakteristi¢an
rast nacijepljenoga test mikroorganizma. Ukoliko se radi o zahtjevu za provjeru inhibitornih
svojstava, ocekivani rezultat bi bila ,Cista® podloga, bez rasta karakteristicnog test
mikroorganizma. U tablici 3 navedene su ispitivane ready-to-use podloge, test mikroorganizmi

koji se nacijepljuju na ove podloge te o¢ekivani rezultat ispitivanja.

Tablica 2. Uvjeti ispitivanja i o¢ekivani rezultati ispitivanja hranjivih svojstava (podrzavanje

rasta test mikroorganizma) odredenih hranjivih podloga

Mikrobioloska ] ] o N Ocekivani
Test mikroorganizam Uvjeti inkubacije
podloga rezultat (rast)
H* - Staphylococcus aureus .
30-35°C,<72h Pozitivan
ATCC 6538
Fluid i
) H — Pseudomonas aeruginosa o
Thioglycollate 30-35°C,<72h Pozitivan
) ATCC 9027
Medium __
H — Clostridium sporogenes .
(FTM) 30-35°C,<72h Pozitivan
ATCC 11347
H — Propionibacterium acnes 30-35°C,<72h Pozitivan
H - Bacillus subtilis ATCC 6633 20-25°C,<72h Pozitivan
H - Candida albicans ATCC .
_ 20-25°C,<5 dana Pozitivan
Tryptic Soy 10231
Broth (TSB) | H - Aspergillus brasiliensis ATCC .
20-25°C, <5 dana Pozitivan
16404
H - Bacillus beringensis 20-25°C,<72h Pozitivan

H* - oznadava hranjivost; svojstvo podloge koje se provjerava

U tablici 3 navedeni su kriteriji prihvatljivosti, koji moraju biti ispunjeni kako bi analiza ready-
to-use hranjivih podloga bila valjana.
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Tablica 3. Kriterij prihvatljivosti za kriticne parametre hranjivih podloga

Kriterij prihvatljivosti
Vrsta

o pH - N Sterilnost/uvjeti
podloge Izgled i boja - Hranjivost _ .
vrijednost inkubacije

odgovara Odgovara / 20 -

Tryptic Soy Bistra, svijetlo Zuckasta i ) -
73+0,2 zahtjevu iz 25 °C tijekom 14

Broth (TSB) tekuca podloga ]
tablice 2 dana
Slabo Zuc¢kasta, bistra
_ podloga, 10 % gornjeg
Fluid - -
) dijela podloga moze biti odgovara Odgovara /20 -
Thioglycollate . :
) crvenkasta. Nakon 7,1+0,2 zahtjevu iz 25 °C tijekom 14
Medium _
muckanja otopina postaje tablice 2 dana
(FTM) N
crvenkasta u cijelom
volumenu.

3.2.4. Obrada podataka

Deskriptivna statistika dobivenih rezultata analize napravljena je pomoéu programa
Microsoft Excel, a ukljucivala je raunanje minimuma, maksimuma, koeficijenta varijabilnosti
i srednje vrijednosti (aritmeticke sredine). Ovaj je program KoriSten I za provodenje
dvofaktorijalne analize varijance za dvije hranjive podloge - FTM i TSB, i to uz LOT i test

mikroorganizme kao faktore.

3.2.5. Preduvjeti za provodenje validacije ¢uvanja hranjivih mikrobioloskih podloga

Prije no Sto se pristupi validaciji, nekoliko preduvjeta mora biti zadovoljeno kako bi
validacija bila valjana:

o (Odabrati reprezentativne uzorke hranjivih podloga za ispitivanje

e Za svaku podlogu osigurati odgovarajuci broj spremnika, koji su potrebi za provodenje

svakog od navedenih testova za sve tocke ispitivanja
e Za svaku tocku ispitivanja planirati pravovremeno provodenje ispitivanja
e Provjera kvalitete hranjivih podloga treba se provesti u najkraéem roku koji ce

zadovoljiti definirane vremenske tocke ispitivanja
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e Svaku podlogu oznaciti internim brojem podloge
e Osigurati da svaka ,ready-to-use“ podloga ima certifikat o analizi dobiven od
proizvodaca
e Podloge izvaditi iz hladnjaka i temperirati na sobnu temperaturu najmanje 1 h prije
provodenja ispitivanja na rast mikroorganizama i odredivanja pH vrijednosti podloge
(PLIVA HRVATSKA, 2023b; PLIVA HRVATSKA, 2022d).
Validacija je potrebno provesti prema protokolu: Validation Protocol for Media Culture
Storage (kriti¢ni parametri prikazani u tablici 4) te uputama za rad prema propisanoj proceduri
u dokumentu ,,Kontrola hranjivih podloga“ (PLIVA HRVATSKA, 2023b).

Kriteriji navedeni u tablici 3 kori$teni su u ovome istrazivanju za procjenu rezultata validacije.

3.2.6. Izbor hranjivih mikrobioloskih podloga za provodenje validacije roka ¢uvanja ready-to-
use hranjivih podloga

Odabir reprezentativnih podloga za provodenje validacije roka Cuvanja proveden je na
temelju procjene kriticnosti svih podloga, bilo da se radi o in house pripravljenim podlogama ili
komercijalno pripravljenim ready-to- use podlogama. Za kontrolu i validaciju ¢uvanja ready-to-
use hranjivih podloga za ispitivanje sterilnosti koriste se komercijalno pripravljene, sterilizirane
dvije hranjive podloge - ready-to-use hranjive podloge FTM i TSB dobavljene od proizvodaca
Merck, kako je to preporuceno prema farmakopeji Ph.Eur.2.6.1 (Anonymous 1). Ove hranjive
podloge odlikuju se visokom prozirno$¢u i mogu se relativno jednostavno filtrati. Ukoliko se
dobave praskaste hranjive podloge, njihov granulirani oblik osigurava manju raspodjelu
praskaste faze u Laboratoriju, brzo se otapa te se ne lijepi za stijenke posuda (MERCK
Microbiology Manual). Nakon dobave i prije analize ove se podloge ¢uvaju u neventiliraju¢im
spremnicima, prema uputi proizvodaca. Obje se podloge mogu Koristiti za analizu unutar
definiranog roka valjanosti uz uvjet da se skladiSte pri kontroliranim uvjetima (PLIVA
HRVATSKA, 2021). Za kontrolu hranjivosti ready-to-use podloge TSB prema propisanom
zahtjevu (interni dokument, PLIVA HRVATSKA) koristen je in house mikroorganizam Bacillus
beringensis, koji moze formirati spore, a izoliran je tijekom analize odredenih in house otopina
prije njihove sterilizacije filtracijom. Za kontrolu hranjivosti ready-to-use FTM koristen je in
house anaerobni mikroorganizam Propionibacterium acnes prema internom zahtjevu (interni
dokument, PLIVA HRVATSKA).
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3.2.7. Kriti¢ni parametri validacije roka ¢uvanja hranjivih podloga
Prije odabira hranjivih podloga za potrebe validacije roka cuvanja hranjivih podloga,
provedena je procjena kriti¢nosti svih podloga, bilo da se radi o in house pripravljenim
podlogama ili komercijalnim dobavljenim ready-to-use podlogama. Kriti¢ni parametri koji su
uzeti u razmatranje tijekom odabira podloga, kao $to su uvjeti i trajanje Cuvanja, ucestalost
koristenja, temperatura Cuvanja i vrsta spremnika hranjive podloge, analizirani su za svaku
podlogu posebno (tablica 4). Opcenito, poznata je osjetljivost hranjivih podloga na uvjete
njihova ¢uvanja. Tijekom analize kontrole i validacije ¢uvanja hranjivih podloga nekoliko je
kriticnih parametara, Koji se analiziraju, kako slijedi:
o Vizualni pregled (izgled) hranjivih mikrobioloskih podloga
e pH vrijednosti hranjivih mikrobioloskih podloga
e Kontrola mikrobioloskog statusa (sterilnosti) hranjivih mikrobioloskih podloga
e Hranjiva, inhibitorna i indikativna svojstava hranjivih mikrobioloskih podloga
(ukoliko hranjiva podloga sadrzi tvari odgovorne za inhibitorna i indikativna svojstva).
Kontrola sterilnosti podloga i ispitivanje njihovih hranjivih, inhibitornih i indikativnih
svojstava provodi se uz koristenje asepticnih tehnika rada. Asepti¢an rad postupak je koji se
provodi pri uvjetima koji sprjecavaju kontaminaciju uzoraka mikroorganizama, a uz koristenje

sterilne opreme, pribora i tehnika rada (PLIVA HRVATSKA, 2023b).
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Tablica 4. Hranjive podloge FTM i TSB s kriterijima kriti¢nosti (PLIVA HRVATSKA, 2022d)

Odabir stupnja Kkriti¢nosti Prikladno
za
Porijeklo podloge / | validaciju
Naziv podloge _ Vrijeme | Opseg utjecaja na temp. uvjeti cuvanja
Vrsta analize . _ _
cuvanja rezultate analize Cuvanja / vrsta (podloge s
spremnika > 3 kriticna
kriterija
kriti¢an
TSB - gubitak Podloga Podloga ¢e
. ] ] kriti¢an kritican o
hranjivih ima dugi o - biti
_ kriti¢an Podloga se koristi Komercijalno
svojstava o rok ) ) ) ukljucena u
Podloga se koristi pri _ | svakodnevno pri | pripremljen / sobna o
podloge o _ ) valjanosti o validaciju
N ispitivanju sterilnosti — N ispitivanju temperatura / 100
tijekom te postoji ) ] roka
o izrazito kriti¢na sterilnosti — mL bocica
definiranog 3 mogucnost o cuvanja kao
' . hranjivost podloge _ moguc veliki -
period ¢uvanja gubitka o potencijalno
o utjeca)
podloge hranjivih kriticna
svojstava
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Tablica 4. Hranjive podloge FTM i TSB s kriterijima kriti¢nosti (PLIVA HRVATSKA, 2022d) - nastavak

Odabir stupnja kriti¢nosti

Prikladno za
Porijeklo podloge / | validaciju
Naziv podloge _ Vrijeme | Opseg utjecaja na temp. uvjeti cuvanja
Vrsta analize . ) '
¢uvanja rezultate analize Cuvanja / vrsta (podloge s >
spremnika 3 kriti¢na
Kriterija
kriti¢an
Podloga Podloga ¢e
FTM - ] ] kriti¢an kritican o
] o ima dugi o - biti
gubitak hranjivih kriti¢an Podloga se koristi Komercijalno
_ o rok ) ) ) ukljucena u
svojstava podloge | Podloga se koristi pri _ | svakodnevno pri | pripremljen / sobna o
§ o ) | valjanosti o validaciju
tijekom ispitivanju sterilnosti y ispitivanju temperatura / 100
o te postoji ) ] roka
definiranog — izrazito kriticna sterilnosti — mL bocica
_ ' y mogucnost o cuvanja kao
period ¢uvanja hranjivost podloge _ moguc veliki -
gubitka o potencijalno
podloge o utjecaj
hranjivih kriticna
svojstava
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Pri procjeni moguéeg utjecaja na rezultat analize kao najkriti¢niji parametar koji se
povjerava je analiza ispitivanja sterilnosti te analiza hranjivosti za test mikroorganizma. Vezano
uz trajanje ¢uvanja hranjivih podloga, procijenjeno je da duzi rok valjanosti (duze od mjesec
dana) ima potencijalno veci rizik po gubitak kvalitete hranjive podloge, pa je dulji rok valjanosti
hranjive podloge kriti¢niji. Kod procjene §irine utjecaja na rezultate analize hranjivih podloga,
potencijalno postoji veci utjecaj svih navedenih parametara kod hranjivih podloga koje se ¢esce
koriste pri analizama, jer je ukupan utjecaj na rezultate analize potencijalno veéi te se takve
podloge smatraju kriti¢nije. Cuvanje podloga pri sobnoj temperaturi smatra se vi$e kriti¢no od

¢uvanja podloga pri nizim temperaturama i to zbog mogucnosti isusivanja podloga.
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3.2.8. Broj ciklusa tijekom validacije postupka ¢uvanja

Validacija Cuvanja ready-to-use hranjivih podloga provedena je na jednom LOT-u
odabranih podloga i to u dvije to¢ke ispitivanja:
e prva tocka ispitivanja — neposredno nakon dolaska hranjive podloge u Laboratorij
e druga tocka ispitivanja — po isteku roka valjanosti (unutar 15 dana od isteka valjanosti
hranjive podloge).
Analiziran je izgled, pH, vrijednosti, mikrobioloski status te hranjiva svojstva hranjivih podloga.
Prva tocka ispitivanja predstavlja ulaznu kontrolu hranjivosti (redovna analiza hranjivosti).
Uz hranjivu podlogu koju se ispituje, na analizu se uzima i istovrsna referentna hranjiva podloga,
(poredbena podloga, P), koja je prethodno ispitana i potvrdena na hranjiva / indikativna /
inhibitorna svojstva. Validaciju roka ¢uvanja ready-to-use hranjivih podloga za ispitivanje
sterilnosti gotovih farmaceutskih proizvoda provodi se u Laboratoriju na isti na¢in kao i sama

kontrola ready-to-use hranjivih podloga, prema postupku opisanom u poglavlju 3.2.2.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

U ovome istrazivanju, koje je provedeno u Mikrobioloskom i bioloskom laboratoriju Odjela
kontrole kvalitete, PLIVA Hrvatska d.0.0., mikrobioloski je analizirano po 10 LOT-ova dviju
ready-to-use hranjivih podloga - Fluid Thioglycolate Medium (FTM) i Tryptic Soy Broth (TSB).
Ove dvije ready-to-use podloge pogodne su i podrzavaju rast test mikroorganizama (tablica 2),
koji su najces¢i kontaminanti ciljanih farmaceutskih proizvoda. Prije nego se ove ready-to-use
hranjive podloge uporabe za rast definiranoga broja i opsega test mikroorganizama, kako je to
propisano u zahtjevima Ph. Eur 2.6.12. (Anonymous 2) i Ph. Eur. 2.6.13. (Anonymous 3) tj. za
provjeru sterilnosti gotovih farmaceutskih proizvoda, potrebno je ispitati njihovu sterilnost, ali i
druge parametre od kljuéne vaznosti za rast ¢istih kultura ovih test mikroorganizama, kako
slijedi. Tako je potrebno utvrditi: (1) vizualne karakteristike dostavljene ready-to-use podloge
(intaktnost spremnika tj. bo¢ice u kojoj je podloga dostavljena, npr. pojava pukotina na staklenoj
ambalazi i moguée curenje sadrzaja spremnika; zatim karakteristiCan izgled same podloge u
spremniku tj. bistrina, boja i homogenost otopine ili gela; pojava pjene; eventualni rast
kontaminanata i drugo) (tablica 5), kao i (2) mikrobioloski status (sterilnost) ready-to-use
podloga (tablica 6); (3) pH vrijednost ovih otopina (tablica 7), kao i (4) pogodnost za rast tj.
hranjivost ready-to-use podloge pogodne za rast test mikroorganizama (tablice 8 i 9). Ispitivanje
hranjivosti ovih podloga provedeno je prema standardnom operativhom postupku (engl.
Standard Operational Procedure; SOP) SOP001608 (PLIVA HRVATSKA, 2023b). Sve su to
primarni parametri ispravnosti ready-to-use podloge, koji se ispituju u mikrobioloskom
laboratoriju farmaceutske tvrtke i, ukoliko ready-to-use podloga zadovolji ovo ispitivanje, tada
se moze Koristiti za provjeru sterilnosti odredenih gotovih farmaceutskih proizvoda.

Dodatno, po jedan od ovih 10 LOT-ova obiju hranjivih podloga, FTM i TSB, koristen je za
provodenje validacije cuvanja ready-to-use hranjivih podloga pri sobnoj temperaturi i to u cilju
potvrde roka valjanosti ovih hranjivih mikrobioloskih podloga kroz period od mjesec dana u
skladu sa zahtjevima Europske farmakopeje - Ph. Eur 2.6.12. i Ph. Eur. 2.6.13., kao i
farmakopeje Sjedinjenih Americkih Drzava - USP<61> (Anonymous 4) i USP<62>
(Anonymous 5). Validacija roka ¢uvanja hranjivih podloga sastavni je dio dobre mikrobioloske
prakse laboratorija (engl. Good Laboratory Practice, GLP; USP <1117>; Anonymous 6) te se
je provela u svrhu potvrde valjanosti podloga pri uvjetima Cuvanja unutar Laboratorija.

Opéenito, u ovome Mikrobioloskom i bioloSkom laboratoriju hranjive podloge ¢uvaju se u
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prikladno oznaCenim i odvojenim spremnicima pri sobnoj temperaturi, odnosno kako je
proizvoda¢ podloga naznacio za svaku podlogu u uporabi. Ove dvije hranjive podloge, FTM i
TSB, sukladno zahtjevima Europske farmakopeje (Ph. Eur 2.6.12. i Ph. Eur. 2.6.13.) odabrane
su za validacijski protokol za ¢uvanje hranjivih podloga za ispitivanje sterilnosti odredenih
farmaceutskih proizvoda u ovoj tvrtki. Kriti¢ni parametri uzeti u obzir za validaciju ovih dviju
ready-to-use hranjivih podloga bili su: uvjeti (sobna temperatura) i trajanje ¢uvanja (sukladno
deklaraciji proizvodaca, do jedne ili dvije godine) FTM i TSB, ucestalost koriStenja FTM i TSB
za ispitivanje sterilnosti gotovih farmaceutskih proizvoda (uglsvnom svaki dan, a najmanje
jednom tjedno), te vrsta ¢epa na staklenom spremniku ready-to-use hranjivih podloga FTM i
TSB korisnog volumena od 100 mL - metalni ¢ep (za gel hranjive podloge, koje se zagrijavanjem
otapaju i raspodjeljuju u Petrijve zdjelice za daljnju uporabu) ili gumeni ¢ep s plasticnim omotom
(koji je pogodan za dodavanje suspenzije test mikroorganizama u otopinu hranjive podloge
injektiranjem). Rezultate ovdje opisane analize potrebno je zabiljeziti u za to predvideni
addendum ili tzv. dodatni dokument (slike 5 i 6), kako to nalaze SOP001608 (PLIVA
HRVATSKA, 2023b).

U okviru ovoga istrazivanja nacinjena je i dvofaktorijalna statisticka analiza dobivenih
eksperimentalnih podataka za svih 10 LOT-ova dviju ready-to-use podloga - FTM i TSB.
Nacinjena je analiza varijance kao i statisticka analiza broja kolonija poraslih na TSA (za
bakterije) i SDA (za kvasce i plijesni) nakon inkubacije po Cetiri testna mikroorganizma za svaku

ready-to-use podlogu.

4.1. Primarni parametri ready-to-use podloga FTM i TSB

Ovdje ispod su dani podaci za svaki klju¢ni parametar u analizi ready-to-use hranjivih
mikrobioloskih podloga FTM i1 TSB: vizualni parametri (tablica 5), sterilnost (tablica 6); pH
vrijednost (tablica 7), kao i hranjiva svojstva tj. podrzavanje rasta test mikroorganizama (tablice
819).
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4.1.1. Vizualni parametri ready-to-use podloga FTM i TSB

U tablici 5. prikazani su ukupni rezultati za analizirani parametar vizualni pregled.

Tablica 5. Ukupni rezultati za izgled ready-to-use mikrobioloskih hranjivih podloga FTM i TSB

1 odgovara 1 odgovara
2 odgovara 2 odgovara
3 odgovara 3 odgovara
4 odgovara 4 odgovara
5 odgovara 5 odgovara
6 odgovara 6 odgovara
7 odgovara 7 odgovara
8 odgovara 8 odgovara
9 odgovara 9 odgovara
10 odgovara 10 odgovara

Vizualnim pregledom ready-to-use podloga FTM i TSB utvrdeno je da je izgled njihovih

spremnika 1 samih podloga (otopina) odgovarao izgledu propisanom od strane proizvodaca.

Promjene, kao Sto su kristalizacija, aglomeracija i druge promjene u strukturi 1 boji podloge nisu

uocene. Bocice s podlogom Cuvane su prema propisanim uvjetima te na njima nije uoceno

nikakvo oStecenje ili napuknuce, a sama podloga nije promijenila boju.
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4.1.2. Mikrobioloski status (sterilnost) ready-to-use podloga FTM i TSB

U tablici 6. prikazani su ukupni rezultati za analizirani parametar mikrobioloski status.

Tablica 6. Ukupni rezultati mikrobioloSkog statusa tj. sterilnosti ready-to-use hranjivih
mikrobioloskih podloga FTM i TSB

1 odgovara 1 odgovara
2 odgovara 2 odgovara
3 odgovara 3 odgovara
4 odgovara 4 odgovara
5 odgovara 5 odgovara
6 odgovara 6 odgovara
7 odgovara 7 odgovara
8 odgovara 8 odgovara
9 odgovara 9 odgovara
10 odgovara 10 odgovara

U nijednom inkubiranom uzorku hranjivih FTM i TSB podloga nije primijec¢eno njihovo

zamucenje ili rast mikroorganizama, a zamucenje nije zapazeno tijekom propisanog vremena

inkubacije pri odgovaraju¢im uvjetima. To ukazuje da su sve testirane podloge ispunile zahtjev

za sterilnost.
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4.1.3. pH vrijednosti otopina ready-to-use podloga FTM i TSB

U tablici 7. prikazani su ukupni rezultati za analizirani parametar pH vrijednost.
Tablica 7. Ukupni rezultati za odredivanje pH vrijednosti ready-to-use hranjivih mikrobioloskih

podloga FTM i TSB odredenih pri navedenim vrijednostima temperature u Laboratoriju

1 7,05 24,6 1 7,11 24,1
2 7,04 24,3 2 7,09 24,9
3 7,03 24,2 3 7,3 24,5
4 7,01 24,8 4 7,14 24,5
5 7,05 23,2 5 7,14 24
6 6,98 23,1 6 7,32 24,6
7 7,09 25 7 7,2 23,9
8 7,06 24,4 8 7,25 24,9
9 7,07 24,1 9 7,15 23,7
10 7,01 23,8 10 7,11 24,2

Odredena pH vrijednost podloga (tablica 7) pokazuje da su sve vrijednosti unutar zadanog
intervala (FTM, pH 7,1 £ 0,2; TSB, pH 7,3 + 0,2) 1 ova se vrijednost nije promijenila tijekom

propisanog vremena ¢uvanja, pa stoga obje podloge odgovaraju zahtjevima.

Sukladno rezultatima prikazanim u tablicama 5 — 7, moze se zakljuciti da su ispitivane
ready-to-use podloge FTM i TSB prikladne za ispitivanje hranjivosti tj. da su pogodne za rast
test mikroorganizama. Unato¢ tomu §to svi ovdje prikazani rezultati odgovaraju zahtjevima
ispitivanja, kako je to i uobicajeno u farmaceutskoj industriji, provjeru navedenih parametara
(izgled, mikrobioloski status i pH vrijednost,) potrebno je provoditi prilikom svake nove analize
hranjivih podloga, koja se provodi svaki tjedan, jer standardi ove industrije zahtijevaju strogu
mikrobiolosku kontrolu svih pobrojenih parametara, sukladno dobroj proizvodackoj praksi.
Navedeni zahtjevi primjenjuju se obavezno za svaku podlogu, koja mora pro¢i mikrobiolosko

ispitivanje u Laboratoriju.
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4.1.4. Podrzavanje rasta test mikroorganizama

U tablici 8. prikazani su ukupni rezultati za analizirani parametar hranjivosti odnosno podrzavanje rasta mikroorganizama.

Tablica 8. Ukupni rezultati ispitivanja hranjivih svojstava (H) tj. podrzavanja rasta odredenih test mikroorganizama ready-to-use

hranjive podloge FTM (test podloga, T)

Razrjedenje Broj poraslih

LOT Test mikroorganizam vrsta pripremljene | kolonija na TSA Rezultat Poredbena
festa suspenzije (CFU/mL) (M podioga (P)

S. aureus ATCC 6538 H 106 24 Odgovara Odgovara

P. aeruginosa ATCC 9027 H 107° 18 Odgovara Odgovara

! C. sporogenes ATCC 11437 H 1073 11 Odgovara Odgovara

P. acnes H 107> 17 Odgovara Odgovara

S. aureus ATCC 6538 H 10°° 34 Odgovara Odgovara

P. aeruginosa ATCC 9027 H 107° 13 Odgovara Odgovara

? C. sporogenes ATCC 11437 H 10°° 15 Odgovara Odgovara

P. acnes H 1075 17 Odgovara Odgovara

S. aureus ATCC 6538 H 10°° 31 Odgovara Odgovara

P. aeruginosa ATCC 9027 H 107° 26 Odgovara Odgovara

> C. sporogenes ATCC 11437 H 107¢ 21 Odgovara Odgovara

P. acnes H 1073 17 Odgovara Odgovara
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Tablica 8. Ukupni rezultati ispitivanja hranjivih svojstava (H) tj. podrzavanja rasta odredenih test mikroorganizama ready-to-use

hranjive podloge FTM (test podloga, T) - nastavak

Razrjedenje Broj poraslih

LOT Test mikroorganizam vrsta pripremljene kolonija na TSA Rezultat (T) Poredbena
festa suspenzije (CFU/mL) podioga (P)

S. aureus ATCC 6538 H 107° 32 Odgovara Odgovara

P. aeruginosa ATCC 9027 H 10°° 34 Odgovara Odgovara

) C. sporogenes ATCC 11437 H 107° 18 Odgovara Odgovara

P.acnes H 1075 17 Odgovara Odgovara

S. aureus ATCC 6538 H 107° 35 Odgovara Odgovara

P. aeruginosa ATCC 9027 H 10°° 13 Odgovara Odgovara

° C. sporogenes ATCC 11437 H 1075 10 Odgovara Odgovara

P. acnes H 1075 23 Odgovara Odgovara

S. aureus ATCC 6538 H 106 40 Odgovara Odgovara

P. aeruginosa ATCC 9027 H 107° 25 Odgovara Odgovara

° C. sporogenes ATCC 11437 H 1075 13 Odgovara Odgovara

P. acnes H 1075 15 Odgovara Odgovara




Tablica 8. Ukupni rezultati ispitivanja hranjivih svojstava (H) tj. podrzavanja rasta odredenih test mikroorganizama ready-

to-use hranjive podloge FTM (test podloga, T) - nastavak

Razrjedenje Broj poraslih

LOT Test mikroorganizam vrsta pripremljene kolonija na TSA Rezultat (T) Poredbena
testa suspenzije (CFU/mL) podioga (°)

S. aureus ATCC 6538 H 10°° 31 Odgovara Odgovara

P. aeruginosa ATCC 9027 H 107° 29 Odgovara Odgovara

! C. sporogenes ATCC 11437 H 1075 12 Odgovara Odgovara

P. acnes H 107° 19 Odgovara Odgovara

S. aureus ATCC 6538 H 10°° 27 Odgovara Odgovara

P. aeruginosa ATCC 9027 H 107° 20 Odgovara Odgovara

| C. sporogenes ATCC 11437 H 10°° 16 Odgovara Odgovara

P. acnes H 107° 15 Odgovara Odgovara

S. aureus ATCC 6538 H 10°° 50 Odgovara Odgovara

P. aeruginosa ATCC 9027 H 107° 28 Odgovara Odgovara

° C. sporogenes ATCC 11437 H 10°° 16 Odgovara Odgovara

P. acnes H 107° 30 Odgovara Odgovara
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Tablica 8. Ukupni rezultati ispitivanja hranjivih svojstava (H) tj. podrzavanja rasta odredenih test mikroorganizama ready-to-use hranjive podloge

FTM (test podloga, T) - nastavak

Razrjedenje ] ] N Poredbena
_ _ Vrsta _ ) Broj poraslih kolonija na TSA | Rezultat
LOT Test mikroorganizam pripremljene podloga
testa N (CFU/mL) (T)
suspenzije P)
S. aureus ATCC 6538 H 107¢ 33 Odgovara | Odgovara
10 P. aeruginosa ATCC 9027 H 107° 37 Odgovara | Odgovara
C. sporogenes ATCC 11437 H 107° 26 Odgovara | Odgovara
P. acnes H 107° 18 Odgovara | Odgovara
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Tablica 9. Ukupni rezultati ispitivanja hranjivih svojstava tj. podrzavanja rasta odredenih test mikroorganizama ready-to-use hranjive podloge
TSB (test podloga, T)

Razrjedenje Broj poraslih kolonija na

LOT Test mikroorganizam vrsta pripremljene TSA i SDA Rezultat Poredbena
festa suspenzije (CFU/mL) M podioga (P)

B. subtilis ATCC 6633 H 107° 26 Odgovara Odgovara

. B. beringensis H 10~* 12 Odgovara Odgovara

C. albicans ATCC 10231 H 10°° 12 Odgovara Odgovara

A. brasiliensis ATCC 16404 H 107* 25 Odgovara Odgovara

B. subtilis ATCC 6633 H 107° 12 Odgovara Odgovara

B. beringensis H 1075 16 Odgovara Odgovara

? C. albicans ATCC 10231 H 10°° 23 Odgovara Odgovara

A. brasiliensis ATCC 16404 H 1075 14 Odgovara Odgovara

B. subtilis ATCC 6633 H 1075 13 Odgovara Odgovara

B. beringensis H 1075 19 Odgovara Odgovara

’ C. albicans ATCC 10231 H 10°° 28 Odgovara Odgovara

A. brasiliensis ATCC 16404 H 1075 18 Odgovara Odgovara
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Tablica 9. Ukupni rezultati ispitivanja hranjivih svojstava tj. podrzavanja rasta odredenih test mikroorganizama ready-to-use hranjive podloge

TSB (test podloga, T) - nastavak

Razrjedenje Broj poraslih kolonija na

LOT Test mikroorganizam vrsta pripremljene TSA i SDA Rezultat Poredbena
festa suspenzije (CFU/mL) M podioga (P)

B. subtilis ATCC 6633 H 107° 13 Odgovara Odgovara

B. beringensis H 1073 19 Odgovara Odgovara

) C. albicans ATCC 10231 H 10°° 28 Odgovara Odgovara

A. brasiliensis ATCC 16404 H 1073 18 Odgovara Odgovara

B. subtilis ATCC 6633 H 1075 16 Odgovara Odgovara

B. beringensis H 107* 19 Odgovara Odgovara

> C. albicans ATCC 10231 H 10°° 29 Odgovara Odgovara

A. brasiliensis ATCC 16404 H 107> 15 Odgovara Odgovara

B. subtilis ATCC 6633 H 107> 26 Odgovara Odgovara

B. beringensis H 10°° 15 Odgovara Odgovara

° C. albicans ATCC 10231 H 10°° 32 Odgovara Odgovara

A. brasiliensis ATCC 16404 H 107* 42 Odgovara Odgovara
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Tablica 9. Ukupni rezultati ispitivanja hranjivih svojstava tj. podrzavanja rasta odredenih test mikroorganizama ready-to-use hranjive podloge

TSB (test podloga, T) - nastavak

Razrjedenje Broj poraslih kolonija
LOT Test mikroorganizam vrsta pripremljene na TSA i SDA Rezultat Poredbena podloga (P)
festa suspenzije (CFU/mL) ™
B. subtilis ATCC 6633 H 1073 20 Odgovara Odgovara
. B. beringensis H 1073 14 Odgovara Odgovara
C. albicans ATCC 10231 H 10°° 30 Odgovara Odgovara
A. brasiliensis ATCC 16404 H 1073 14 Odgovara Odgovara
B. subtilis ATCC 6633 H 1075 12 Odgovara Odgovara
B. beringensis H 107* 26 Odgovara Odgovara
| C. albicans ATCC 10231 H 107° 22 Odgovara Odgovara
A. brasiliensis ATCC 16404 H 107* 18 Odgovara Odgovara
B. subtilis ATCC 6633 H 107> 39 Odgovara Odgovara
B. beringensis H 1073 29 Odgovara Odgovara
? C. albicans ATCC 10231 H 10°° 18 Odgovara Odgovara
A. brasiliensis ATCC 16404 H 1073 15 Odgovara Odgovara
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Tablica 9. Ukupni rezultati ispitivanja hranjivih svojstava tj. podrzavanja rasta odredenih test mikroorganizama ready-to-use hranjive podloge
TSB (test podloga, T) - nastavak

Broj poraslih
Razrjedenje . )
) ) ) ) kolonijana TSA i Rezultat
LOT Test mikroorganizam Vrsta testa | pripremljene SDA M Poredbena podloga (P)
suspenzije
(CFU/mL)
B. subtilis ATCC 6633 H 1073 16 Odgovara Odgovara
10 B. beringensis H 107° 12 Odgovara Odgovara
C. albicans ATCC 10231 H 107° 14 Odgovara Odgovara
A. brasiliensis ATCC 16404 H 107° 10 Odgovara Odgovara

54



Obje testirane hranjive podloge podrzavaju rast inokuliranih test mikroorganizama (tablice
8 1 9) u manjem broju od 100 CFU/mL u definiranom vremenskom periodu (PLIVA
HRVATSKA, 2023b). Vidljiv je rast svih inokuliranih test mikroorganizama unutar
propisanoga vremena te je time potvrdena hranjivost ovih testiranih podloga. Ispitivanje
inhibitornih i indikativnih svojstava ovih dviju podloga nije bilo zahtijevano, pa stoga niti

provedeno.

Sukladno zahtjevima SOP001608 rezultati objedinjeni u tablicama 5 9 obavezno se upisuju

u addendum (dodatni dokument), kako je to prikazano na slikama 5 i 6.
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Pliva Croatia ADDENDUM

Kontrola tekuéih i selektivnih hranjivih podloga

Hranjiva podloga | 7 /’)”/ \
Interni broj/lot. "l,Rok valjanosti: o, 20 2 % Proizvodas: JJELC UL/
Analizira s¢ prema: ST OO (G, . 2 /’ REPOOI 42 of . v
0
IZGLED @ ne odgovara Analizirao/datum: | M7 %é/'c ©3.0/ 2023
NS
PH metar/ Viijedido | FA/09 7017 , 16.14 23 \/ oH =7,00= 7,0 (243°¢)
Analizirao/datum: Mineles , {00l 23, Chabrel R
ISPITIVANJE HRANJIVOSTI GLF: ot .
& Date: 1@-ai-22
= Otopina za razjedivanje / S sd2 48
¢ Lot/ Vrijedi do PoP b ., 3.V 1ine: 2
3 e Zanple 103, .4 /
Pipeta / Vrijedi do Iafook 16.05.23. a1t 7. 84pHY pandy,
Nastavci za pipete / Vrijedido | L 2003326 Ol 2023 / Temperature: 24.3°CYMor 23,
ATCAMTC: ATE e
LF kabinet / Vrijedi do LF? L 2402 23 Vi Uzer: G-[27 (NS
Volumen > + IR0t LD
bakterije spoije —_— 10TH, 16.13.2%. / 30-35°c o
s Temperatura
& Rk Vrijedi do
kvasci, plijesni S_Qpl / s
Analizirao A Datum/Vrijeme fo.ol 22. . 154
Lot poredbene podloge: _, . . _\,
= 'E 2 Odgovara (+) ¥
Test mikroorganizmi N o™ | Dty | Nevigovam o
(bakterije) 7 é‘ Lot: Vrijeme = 2 Vrijeme
£ T N .
\ - . Dindu, 4.1,
( S. Qurewn A7CC €537 H 1o . 34 f;-f:’,él;{,',‘ Iry -+ E = 4'_3(23(‘09..50 fret1y
_ 5 ) Pl . 0l.23.
P aemonng #iccgap | H |16*| 13 Woten, | # | + |7 gpinn
vi:3zo / Pndai, 01 23,
C. nporopon ATCCA37 | H (5% | 1T Vit |+ Y nan
ropanisackaun. athen .. o = Pinds A2.01.23,
G H e’ | 1# T | " Ho00 Y
7
Negativna kontrola / g:l':::/ %‘4,(,(/(, fa. ol T
Lot: . « / Vrijeme fr:00 N/ Sove \/ ae'odgovana

Related document: SOP001608 Page | of 2
Requested by: Requested on: 5 Controlled copy No; (=%
Requested for: Reason for printing; w

Slika 5a. Rezultati analize jednog LOT-a ready-to-use hranjive podloge FTM zabiljezeni u
addendum za kontrolu hranjivih i selektivnih hranjivih podloga (stranica 1 u addendumu)
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Pliva Croatia ADDENDUM

Kontrola tekuéih i selektivnih hranjivih podloga

I Y
Test mikroorganizmi 1 H Inokulum Otitao ;:'::"l:':r:?) Otitno
(kvasei i lijesni) = E. (cfu) Datum/ Datuny/
plyes £ 3 Lot: Vrijeme piv | % Vrijeme
. # v 7/ 2 = -
) , 7
/ 2 s y s/ /-
7/ / > = » = e,
Negativaa kontrola Okitao
Lot 5 Datum/ Y odgovara ne odgovara
Vrijeme
MIKROBIOLOSKI STATUS (STERILNOST)
o o
Inkubator AOTH, SOl 2022 o -
Vrijedi do ¥ dulii o1 13, B Sl e
. Ry 3=
Analizirao /%’L»'a G et &/ Datum/Vrijeme O3.0/ 2023 V4
@ ./ neodgovara
Otitao 2"7‘”3&1 Dawm/Vrijeme | 13.01 205273 2 "IN
Napomena: #« Injedi do * AS 02 223, Ve pa lab. A% e icou
* 2 v v
_-?rly&f/ 13 21.72.
* H-ispitivanje hranjivosti; I-ispitivanje inhibitornih svojstava; D-ispitivanje indikativnih svojstava
** P—rezultati poredbene podloge; T-rezultati ispitivane podloge
KVALITETA HRANJIVE PODLOGE
/odgovara) ne odgovara
Pregledao, datum: Skl otk
Related document: SOP001608 Page 2 of 2
Requested by: * Requested on: Controlled
No 2
Requested for: Reason for printing: b

Slika 5b. Rezultati analize jednog LOT-a ready-to-use hranjive podloge FTM zabiljezeni u

addendum za kontrolu hranjivih i selektivnih hranjivih podloga (stranica 2 u addendumu)
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Pliva Croatia ADDENDUM

Kontrola tekudih i selektivnih hranjivih podloga

Hranjiva podloga { 4
Interni broj lot " Rok valjanostic / Y2 Y Proizvodaé: //7 7 K
Analizira se prema. 07 < ) ’ ) 4y
N\, | /
1ZGLED odgovara * ne odgovara Analizirao/datum: | 7 ey (¢ ’(// 3o/
pH metar/ \ rjedi do | 1 AdaldJganls- Fa "J:“ .‘l' (e 14 2 pH=%09=7,4 (24,9 ,)
Analizirao datum whidis  1o.01 273 hanrnel F
ISPITIVANJE HRANJIVOSTI ERH 169-11
(- Otopina za razjedivanje bogm Time: 3147
Lot Vrjedido [IESE 5 0ty S
Pipeta ' Vrijedi do JMreoom, {6.05. 23 j T H Z’ 1A
1 — —_—— - = re: 24 1abl.22
Nastavcr za pipete | Vrijedi do L2203233G, 0l.2927 AT ’J
LF kabinet ' \rijedi do 3 _Ser A-pz7 e
ADOo5023/€ |, CC 32
bakierje 4 |
2 L4Th, cé- 04 23 \/ | | 2¢0-25"7¢c
ma Inkubator Rl LugC =<9
] - Vrnyedi do R | emperatira ;_ _
kvasci, plijesni ul ! 24 TH Ve b 21 ‘ 20-25°c
Analizirao -:’:-. ,(‘ Datum ' Vrijeme fo.ol. 23 1S 45
Lot poredbene podloge
' |
‘a = . Odgovara (+) %
L : . z S | Inokulum | Otitao Ne od g Otitao
Test mikroorganizmi g -g | (et Ditiiad ¢ odgovara () Datum/
(baktenje) 7 3 | Lot | Vrijeme | Vrijeme
> & | Pee Tes
2 » by |z {2 did ZyinKe, 430123
( 5. rubhtUn ATCC 6633 | H [0 } 12 oAl + |+ obur '/
: c e taALt : = y
X rnatrin. 2 J / { /[ | {1 2 Z z'", f Z,h,t.;/ {204 11’
4 | 09 %> 1 9Pl 4
- 7| l | ) . -
i (P et
- | / -~
c | >
- - ’ - -
== | “
7 7 7 7 v -~
- - - ' — =
7
- | / -
e ’ ]
- - | 7 -
. : Otéitao / .
Negativna kontrola iy 13.04.23. o
L EENLYI X0 Datum/ rins (N / (\!dguvng, / ne odgovara
2 2 / Vrijeme Q&al \ e\
Related document: SOP001608 Page 1 of 2
Requested by Requested on: Controlled copy No: ﬂ.
Requested for: Reason for printing: QBEREREY X

Slika 6a. Rezultati analize jednog LOT-a ready-to-use hranjive podloge TSB zabiljezeni u
addendum za kontrolu hranjivih i selektivnih hranjivih podloga (stranica 1 u addendumu)
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Pliva Croatia
ADDENDUM

Kontrola tekuéih i selektivnih hranjivih podloga

Test mikroorganizmi :3 g Inokulum Otitao Odgevara (+)
L 4 O¢it
(kvasci i plijesni) 3 g (cfu) A Datuny
E——— s | & il o Veleme =T Vrijeme
c . olbica -6 I . ; 13.00.23
m ATCC A3 | Yy 1o 23 Enma,/ 4 - Zm'(;’,,.,;-” 3
A- hrani litn s - 46 = f3.0023, Prnglii, (30122
st it B A S MW | oeas | 1 | F Sar i
- i / / s o
Negativna kontrola Oitao Pvnlly 13.01 23,
Lot: | Datuny/ 2 . odgovara ne odgovara
- L \/ Vrijeme QP-4 bk Q_

MIKROBIOLOSKI STATUS (STERILNOST)

e 24T, 15 0/. 2

mNmDator 0. Temperatura 0 75 2

Vrijedi do *?WLU, 3.0l 22. 2o — 7L< C,.)/

ok

- A, ) =

Analizirao Sl 4 Eny t{) Datum/Vrijeme &3.,6/. 2027 /

Codg@ _/ neodgovara
O¢itao 2\/)}/) ya/ Datum/Vrijeme 13.0l.20.y. 14 \/

Napomena:  J, o/ ufym 2 b:(zfnjc Tl ne py Bo-35%,
[ntwator [0 TH /n?/rcu' do 16122023 Vv
¥ vl do 250723 Vem ma Cob. hiffedicow - - v Bond, 1e.01. 23
Dk, 179123, /

* H-ispitivanje hranjivosti; I-ispitivanje inhibitornih svojstava; D-ispitivanje indikativnih svojstava
»» P—rezultati poredbene podloge; T—rezultati ispitivane podloge

KVALITETA HRANJIVE PODLOGE

'o&govaré ) ne odgovara
Pregledao, datum: Yoo ot e
Related document: SOP001608 Page 2 of 2
Requestedby: ~  .._ ... - Requestedon: -~ Controlled copy No:
Requested for: . ... Reason for printing:

Slika 6b. Rezultati analize jednog LOT-a ready-to-use hranjive podloge TSB zabiljezeni u

addendum za kontrolu hranjivih i selektivnih hranjivih podloga (stranica 2 u addendumu)
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Dakle, osim naziva podloge, proizvodaca i roka valjanosti svake podloge, u addendumu se
biljezi (stranica 1): (a) prikladnost izgleda podloge; (b) tip tj. interni broj pH-metra, datum
odredivanja pH vrijednosti podloge i sama pH vrijednost podloge kao i temperatura pri kojoj je
ova vrijednost odredena; (c) vrsta puferske otopine za pripravu suspenzije svih test
mikroorganizama (tako je npr. POP oznaka za otopinu NaCl peptona, pH 7,0); (d) vrsta pipete
i sterilnih nastavaka za pipetu, koji su koriSteni pri razrjedivanju suspenzije test
mikroorganizama; (e) broj laminara unutar Mikrobioloskog i1 bioloskog laboratorija, koji se
koristio za osiguravanje asepti¢nih uvjeta rada; (f) vrsta test mikroorganizma (tablica 2) i
volumen nacinjene suspenzije, koja se nacjepljuje u FTM ili TSB podlogu; (g) interni broj
inkubatora, temperatura inkubacije pri kojoj se inkubira nacijepljena podloga kao i datum i
vrijeme pocetka inkubacije; (h) vrsta nacijepljenih test mikroorganizama, vrsta analize (npr. H
oznacCava ispitivanje hranjivih svojstava podloge) i razrjedenje nacijepljene suspenzije; zatim
(i) broj poraslih kolonija na ready-to-use hranjivoj podlozi Tryptic Soy Agar (TSA) i
Sabouraud Dextrose Agar (SDA), koje se nacjepljuju paralelno sa FTM i/ili TSB podlogama
uz koriStenje istog protokola u istovjetnim uvjetima priprave i inkubacije; (j) rast test
mikroorganizama na poredbenoj podlozi (P, prethodno ispitana odnosno odobrena hranjiva
podloga iste vrste kao i ispitivana podloga) i testnoj podlozi (T, podloga kojoj se ispituje npr.
hranjiva vrijednost); (k) rezultati inkubacije istovrsne podloge u istovjetnim uvjetima, ali bez
nacjepljivanja test mikroorganizama tj. negativna kontrola. Nadalje, u addendum se biljeze i
parametri sterilnosti tj. porast kontaminanata kada test mikroorganizmi nisu nacijepljeni na
odgovarajuc¢u podlogu (stranica 2 u addendumu). Ukoliko nakon inkubacije nenacijepljenih
podloga nema porasta kontaminanata, ova podloga se oznacava s ,,odgovara® i moze se koristiti
za analizu sterilnost gotovih farmaceutskih proizvoda u Mikrobioloskom i bioloskom
laboratoriju. U napomene je potrebno dodati sve izmjene oko bilo kojeg dijela opreme ili
instrumenata (npr. ispravnost inkubatora do odredenog datuma) kao i broj laboratorijske
biljeznice u kojoj se biljeze sve promjene vezane uz opremu ili odredeni instrument. Uz svaki
zabiljezeni parametar potrebno je unijeti datum (i vrijeme) kao 1 potpis analitiara, koji je
proveo analizu. Dodatno i obavezno, ovlasteni zaposlenik laboratorija provjerava svaki
parametar zabiljezen u addendum i oznacava ispravnost svih zabiljezenih parametara, dodaje
datum kada je provjeru proveo i provjerene parametre ovjerava svojim potpisom.

Rezultati analize za preostalih devet LOT-ova ready-to-use hranjivih podloga FTM i TSB
zabiljezeni u addendum za kontrolu hranjivih (npr. FTM i TSB) i selektivnih hranjivih podloga

(nije dio ovoga rada) nisu prikazani u ovome radu.
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4.2. Validacija ¢uvanja ready-to-use hranjivih podloga FTM i TSB pri sobnoj temperaturi

u cilju potvrde njihova roka valjanosti

Kod validacije ¢uvanja ready-to-use hranjivih podloga FTM i TSB, potrebno je nadiniti
dva ispitivanja. Prva toCka ispitivanja (prvotna analiza) provodi se kada hranjiva podloga po
prvi put dolazi u Laboratorij i namjerava se koristiti u daljnjem radu ovoga Laboratorija. To je
ulazna kontrola hranjivosti (ili redovna analiza hranjivosti) takve hranjive podloge (tablica 10).
Druga toc¢ka ispitivanja provodi se pred kraj roka valjanosti svih hranjivih podloga (tablica 11).
Obje tocke ispitivanja trebaju obuhvatiti samo po jedan LOT svake hranjive podloge.

Rezultati validacije uvijek se navode i dodatno evaluiraju unutar zavrSnog izvjestaja
(interni dokument, PLIVA HRVATSKA). Validacija hranjivih podloga FTM i TSB ¢ine
parcijalni izvjestaj te su dio svih provedenih validacija unutar Mikrobioloskog i bioloskog

laboratorija.
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Tablica 10. Prva tocka ispitivanja za analizu validacije ¢uvanja ready-to-use hranjivih podloga FTM i TSB pri sobnoj temperaturi u cilju potvrde
njihova roka valjanosti za odredeni LOT (interna informacija, PLIVA HRVATSKA)

3 Ispitivanje hranjivih svojstava
Hranjiva Izgled pH _
. ) o Vrsta Sterilnost
podloga podloge vrijednost Test mikroorganizmi (et Rezultat
esta
Staphylococcus aureus ATCC 6538 H Odgovara Odgovara
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 H Odgovara Odgovara
FTM Odgovara 7,1
Clostridium sporogenes ATCC 11437 H Odgovara Odgovara
Propionibacterium acnes H Odgovara
Bacillus subtilis ATCC 6633 H Odgovara Odgovara
Candida albicans ATCC 10231 H Odgovara Odgovara
TSB Odgovara 7,3
Aspergillus brasiliensis ATCC 16404 H Odgovara Odgovara
Bacillus beringensis H Odgovara Odgovara
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Tablica 11. Druga tocka ispitivanja za analizu validacije kraja roka valjanosti ready-to-use hranjivih podloga FTM i TSB za LOT 6

Ispitivanje hranjivih svojstava

Hranjiva podloga | l1zgled podloge | pH vrijednost : _ Sterilnost
Test mikroorganizmi Vrsta testa | Rezultat
Staphylococcus aureus ATCC 6538 H
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 H
FTM Odgovara 6,98 Odgovara | Odgovara
Clostridium sporogenes ATCC 11437 H
Propionibacterium acnes H
Bacillus subtilis ATCC 6633 H
Candida albicans ATCC 10231 H
TSB Odgovara 7,32 Odgovara | Odgovara
Aspergillus brasiliensis ATCC 16404 H
Bacillus beringensis H
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Rezultati prve (tablica 10) i druge tocke (tablica 11) ispitivanja za analizu validacije kraja roka
valjanosti ready-to-use hranjivih podloga FTM i TSB za odredene LOT-ove ukazuju da je
validacija provedena u skladu s validacijskim protokolom (PLIVA HRVATSKA, 2022d) te su
zadovoljeni svi kriteriji prihvatljivosti obiju podloga prema navedenom protokolu.

Slike kojima bi se prikazale vizualne karakteristike ready-to-use podloga FTM i TSB, kao i
slike za koje potvrduju podrzavanje rasta test mikroorganizama (tablice 5 i tablice 8 — 9) nisu
dane u ovome radu. Ovdje ispod su poredane slike (slike 7 — 14) koje vizualiziraju ispitivanja
za analizu validacije kraja roka valjanosti ready-to-use hranjivih podloga FTM i TSB za LOT
6 nakon propisanog vremena inkubacije s nacijepljenim testnim mikroorganizmima (tablica 2).

Slike su nacinjene po postupku detaljno opisanom u poglavlju 3.2.2.

Slika 7. Ready-to-use podloga FTM prije (lijevo) i nakon (desno) nacjepljivanja i inkubacije s
test mikroorganizmom S. aureus ATCC 6538 (vlastita fotografija)

64



Slika 8. Ready-to-use podloga FTM prije (lijevo) i nakon (desno) nacjepljivanja i inkubacije s

test mikroorganizmom P. aeruginosa ATCC 9027 (vlastita fotografija)

—— T i e L
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Slika 9. Ready-to-use podloga FTM prije (lijevo) i nakon (desno) nacjepljivanja i inkubacije s

test mikroorganizmom C. sporogenes ATCC 11437 (vlastita fotografija)
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Slika 10. Ready-to-use podloga FTM nakon nacjepljivanja i inkubacije s test

mikroorganizmom P. acnes (vlastita fotografija)

Slika 11. Ready-to-use podloga TSB prije (lijevo) i nakon (desno) nacjepljivanja i inkubacije

s test mikroorganizmom B. subtilis ATCC 6633 (vlastita fotografija)
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Slika 12. Ready-to-use podloga TSB prije (lijevo) i nakon (desno) nacjepljivanja i inkubacije

s test mikroorganizmom B. beringensis (vlastita fotografija)

Slika 13. Ready-to-use podloga TSB prije (lijevo) i nakon (desno) nacjepljivanja i inkubacije

s test mikroorganizmom C. albicans ATCC 10231 (vlastita fotografija)
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Slika 14. Ready-to-use podloga TSB prije (lijevo) i nakon (desno) nacjepljivanja i inkubacije
s test mikroorganizmom A. brasiliensis ATCC 16404 (vlastita fotografija)

4.3. Obrada podataka

U ovome poglavlju statisticki su obradeni dobiveni eksperimentalni podaci za svih 10 LOT-ova
dviju ready-to-use podloga - FTM i TSB. Nacinjena je analiza varijance kao i statisti¢ka analiza
broja kolonija poraslih na TSA (za odabrane test bakterijske sojeve) ili SDA (za odabrane
sojeve kvasaca i plijesni) nakon inkubacije po Cetiri testna mikroorganizma za svaku ready-to-
use podlogu. StatistiCka obrada podataka nacéinjena je upravo kako je to opisano u poglavlju
3.2. Ukratko, nacinjena je dvofaktorijalna analiza varijance za obje ready-to-use hranjive
podloge kod koje je prvi faktor bio LOT, a drugi faktor testni mikroorganizam. Dobiveni

rezultati prikazani su u tablicama 111 12.
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Tablica 10. Dvofaktorijalna analiza varijance za ready-to-use hranjive podloge FTM i TSB

Izvor
varijabilnosti SS df MS F p-vrijednost | F tabli¢ni
FTM

LOT 641.6 9 71.29 231 0.0444695 2.25
Mikroorganizam | 1855.7 3 618.57 | 20.08 | 0.0000005 2.96
Pogreske 831.8 27 30.81

Ukupno 3329.1 39

LOT 679.2 9 75.47 1.39 0.242 2.25
Mikroorganizam | 182.7 3 60.89 1.12 0.358 2.96
Pogreske 1467.1 27 54.34

Ukupno 2329.0 39

SS, zbroj kvadrata odstupanja (engl. Sum of Squares); df, broj stupnjeva slobode (engl. degrees of freedom); MS,

aritmeticka sredina kvadrata (engl. Mean Squares); F, empirijski omjer.

Analiza varijance pokazala je signifikantan ucinak obaju faktora - LOT-a i testnog

mikroorganizma za ready-to-use hranjivu podlogu FTM, dok za ready-to-use hranjivu podlogu

TSB nije bilo signifikantnog uc¢inka niti jednog od ova dva faktora.
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Tablica 11. Broj kolonija (CFU/mL) poraslih na hranjivoj podlozi FTM za 10 LOT-ova i Cetiri

testna mikroorganizma

Mikroorganizam
o & —
:8/% 8l s gl 8 G | &
s RIER|ZE
1 24 18 11 17 11 24 34 15.9
2 34 13 15 17 13 34 60 16.2
3 31 26 21 17 17 31 28 21.9
4 32 34 18 17 17 34 38 23.6
5 35 13 10 23 10 35 68 16.6
6 40 25 13 15 13 40 65 19.1
7 31 29 12 19 12 31 43 20.7
8 27 20 16 15 15 27 31 17.6
9 50 28 16 30 16 50 54 26.3
10 33 37 26 18 18 37 30 27.4
Min 24 13 10 15 **
Maks 50 37 26 30
CV (%) | 21 34 31 24
Prosjek 33.7 24.3 15.8 18.8 *

* [ test signifikantan uz p<0,05; ** F test signifikantan uz p<0,05; CV-koeficijent varijabilnosti

Broj kolonija za Cetiri testna mikroorganizma poraslih na TSA nakon inkubacije varirao je
kroz 10 LOT-ova od 24 do 50 CFU/mL za test mikroorganizam S. aureus, 13 - 37 CFU/mL za
test mikroorganizam P. aeruginosa, 10 — 26 CFU/mL za test mikroorganizam C. sporogenes
odnosno 15 - 30 CFU/mL za test mikroorganizam P. acnes . Koeficijent varijabilnosti za iste
mikroorganizme bili su, redom, 21 %, 34 %, 31 % i 24 %. Prosjecan broj kolonija signifikantno
se razlikovao izmedu Cetiri vrste test mikroorganizama. U prosjeku je navise kolonija formirano
na TSA nakon inkubacije test mikroorganizma S. aureus ATCC 6538 (33,7 CFU/mL), a
najmanji broj kolonija formirano je na TSA nakon inkubacije test mikroorganizma C.
sporogenes ATCC 11437 (15,8 CFU/mL).

Prosjec¢ne vrijednosti broja kolonija za sve LOT-ove medusobno su se signifikantno
razlikovale i kretale su se u rasponu od 15,9 CFU/mL (LOT 1) do 27,4 CFU/mL (LOT 10). U
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Znacajnom Sirom rasponu varirao je broj kolonija kod LOT-ova 2, 5, 6 1 9 s pripadaju¢im

koeficijentima varijabilnosti od, redom, 60 %, 68 %, 65 % i 54 %.

Tablica 12. Broj kolonija (CFU/mL) poraslih na hranjivoj podlozi TSB za 10 ulaznih LOT-ova

i Cetiri testna mikroorganizma

Mikroorganizam
L | .2 <
» 9 7 “ Mt o < <
Ulazni | 2 & S 8 S8 3| E 2 S o
lot > O| 5 = 8 S 8 (@) a
< o << <
1 26 12 12 25 12 26 42 18.8
2 12 16 23 14 12 23 29 16.3
3 13 19 28 18 13 28 32 19.5
4 13 19 28 18 13 28 32 19.5
5 16 19 29 15 15 29 32 19.8
6 26 15 32 42 15 42 39 28.8
7 20 14 30 14 14 30 39 19.5
8 12 26 22 18 12 26 31 19.5
9 39 29 18 15 15 39 43 25.3
10 16 12 14 10 10 16 20 13.0
Min 12 12 12 10 ns*
Maks 39 29 32 42
CV (%) 45 31 30 48
Prosjek 19.3 18.1 23.6 18.9 ns*

*ns F test nije signifikantan

Kod podloge TSB, nije bilo signifikantnih razlika u broju kolonija poraslih na TSA (za
kulture bakterija) ili SDA (za kulturu kvasaca i plijesni) nakon inkubacije Cetiriju sojeva test
mikroorganizama niti izmedu 10 analiziranih LOT-ova. U prosjeku je naviSe kolonija
formirano na SDA nakon inkubacije test mikroorganizma C. albicans ATCC 10231 (23,6
CFU/mL), a najmanji broj kolonija formirano je na TSA nakon inkubacije test mikroorganizma
B. beringensis (18,1 CFU/mL).

Izmedu svih 10 LOT-ova opazena je manja varijabilnost broja kolonija poraslih na TSA
nakon inkubacije, kod podloge FTM uz koeficijent varijabilnosti od 20 % do 43 %. S druge
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strane, varijabilnost broja kolonija poraslih na TSA i SDA nakon inkubacije izmedu 10 LOT-
ova TSB podloge bila je veca u odnosu na FTM podlogu s rasponom koeficijenta varijabilnosti
od 30 - 48 %.
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5. ZAKLJUCCI

Na temelju rezultata dobivenih u okviru ovoga diplomskoga rada, moze se zakljuciti, kako
slijedi:
1. Vizualnim pregledom utvrdeno je da je izgled spremnika i po 10 LOT-ova dviju ready-to-
use hranjivih podloga - Fluid Thioglycolate Medium (FTM) i Tryptic Soy Broth (TSB)
odgovarao izgledu propisanom od strane proizvodaca. Promjene, kao $to su kristalizacija,
aglomeracija i druge modifikacije u strukturi 1 boji podloga nisu uocene. Bocice s podlogama
cuvane su prema propisanim uvjetima te na njima nije uoc¢eno nikakvo oste¢enje ili napuknuce,
a same podloge nisu promijenile boju.
2. U svim inkubiranim uzorcima ready-to-use hranjivih FTM i TSB podloga nije primije¢eno
zamucenje ili rast mikroorganizama kontaminanata tijekom propisanog vremena inkubacije za
provjeru sterilnosti. Ovi rezultati potvrduju da su svi LOT-ovi ovih dviju podloga ispunili
zahtjev za sterilnost tj. imali ispravan mikrobioloski status.
3. pH vrijednost svih LOT-ova bile su unutar zadanih intervala (FTM, pH 7,1 + 0,2; TSB, pH
7,3 £0,2) i ova se vrijednost nije promijenila tijekom propisanog vremena ¢uvanja, pa stoga u
cjelosti obje podloge odgovaraju zahtjevima (PLIVA HRVATSKA, 2023b).
4. Svi LOT-ovi dviju ready-to-use podloga podrzavali su rast inokuliranih test
mikroorganizama (Staphylococcus aureus ATCC 6538, Bacillus subtilis ATCC 6633,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, Clostridium sporogenes ATCC 11437, Candida
albicans ATCC 10231, Aspergillus brasiliensis ATCC 16404, Propionibacterium acnes,
Bacillus beringensis) i to u manjem broju od 100 CFU/mL u definiranom vremenskom periodu
(PLIVA HRVATSKA, 2023b) i time je potvrdena hranjivost ovih testiranih podloga.
5. Rezultati prve i druge tocke ispitivanja za analizu validacije kraja roka valjanosti ready-to-
use hranjivih podloga FTM i TSB za odredene LOT-ove ukazuju da je validacija provedena u
skladu s validacijskim protokolom (interni dokument, PLIVA Hrvatska d.0.0.) te su zadovoljeni
svi kriteriji prihvatljivosti prema navedenom protokolu.
6. Na temelju dvofaktorijalne statisticke analize, LOT i test mikroorganizam signifikantno
utjeCu na podrzavanje rasta test mikroorganizama na podlozi FTM, dok nema signifikantnog

utjecaja na ovaj parametar kod TSB podloge.
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Millipore.

Certificate of Quality

Steritest™ Media for Sterility Test
Clear Fluid Thioglycollate Medium

Catalogue Number : STBMCTM12
Lot Number : F3BB86116
Expiry date : FEB-2024

Storage Conditions  : 2 — 25°C (35 to 77°F)

Protected from light

We certify that the product described herein
__meets the following criteria.

Product Description

Clear Fluid Thioglycollate Medium is intended for
the detection of anaerobic bacteria however, it
also enables aerobic bacterial detection. This
medium is used for sterility testing by membrane
filtration or direct inoculation. Performance of this
medium complies with the requirements
described in the European Pharmacopeia (EP),
United States Pharmacopeia (USP) and Japanese
Pharmacopeia (JP) for Fluid Thioglycollate
Medium.

One box of product contains 12 bottles of 100ml
of Medium, each bottle has a screw cap with a
septum.

Composition per liter of purified
~ Jater

Casein peptone 15.0¢g

L-Cystine 0.5g

Monohydrated/Anhydrous dextrose 5.59/5.0¢9

Yeast extract 5.0g

Sodium chloride 2.59

Sodium thioglycollate o 7'?.55—_-

or Thioglycolic acid ~Jo3m
?esazu? 0.001 g C 1

S)?th_etié ;gar 0.75¢g

Formula can be adjusted and/or supplemented
and sources of components are selected to meet
the performance criteria required.

Prilog 1. Certifikat hranjive podloge FTM proizvodaca Merck

www.sigmaaldrich.com

Precautions

« Do not inhale or ingest while handling the

product.

Decontaminate grey stoppers thoroughly prior
to perforation in particular when performing
sterility testing by membrane filtration.

For direct inoculation or transfer of the liquid,
before unscrewing the top in a controlled
environment, decontaminate thoroughly the
different components.

« When conducting the test for sterility, control
that not more than the upper half of the
medium has undergone a colour change
indicative of oxygen uptake at the end of the
14 days incubation period (no pink layer should
be visible at the bottom of the canister).

Good Manufacturing Practices

This product was manufactured at Millipore S.A.S.,
Molsheim, France which adheres to Good
Manufacturing  Practices guidelines.  Special
emphasis has been placed on cleanliness and
environmental control conditions.

ISO® 9001/14001

The product has been manufactured in a Millipore
SAS facility whose quality management system is
approved by an accredited registering body to the
appropriate ISO® 9001 Quality System Standard
and ISO® 14001 Environmental Management
Standard. Manufacturing processes are audited on
a regular basis.

Pharmacopoeia references

European Pharmacopeia, 2.6.1 Sterility.

United States Pharmacopeia, <71> Sterility tests
Japanese Pharmacopeia, 4.06 Sterility test.

The Life Science business of Merck KGaA, Darmstadt, Germany operates

as MilliporeSigma in the U.S and Canada.



Lot Analysis
This manufacturing lot was sampled, tested and

released according to the following specifications:
Physical Tests
« 100 % visual control

This product was designed and manufactured to
meet the following specifications:

Criteria Specifications Results
Light yellow and viscous
i of | jiquid with a pink ring in | Conform
suspension < 1 cm
pH 7.1 +/-0.2 Conform
In process
dlimatontibi 100 to 106 ml Conform

Biological Tests

e Sterility
Representative samples were incubated at 20-
25°C and 30-35°C for 14 days.

e Fertility/ Growth Promotion

Fertility tests were conducted by direct
inoculation. All samples provided good growth
associated to a clearly visible turbidity of the
medium.

This product was designed and manufactured to
meet the following specifications:

| Criteria Specifications Results
st No contamination after 14
ASSU?'E?\TJ{QVQ days at 20-25°C Conform
and 30-35°C
Growth
promotion:
Clostridium Inoculum < 100CFU Conform
sporogenes Clear visible growth within
ATCC® 19404 3 days at 30-35°C
Staphylococcus Inoculum < 100CFU Conform
aureus Clear visible growth within
ATCC® 6538 3 days at 30-35°C
Pseudomonas Inoculum < 100CFU Conform
aeruginosa Clear visible growth within
ATCC® 9027 3 days at 30-35°C

Batch Record

The lot of bottles has a complete documentation
which includes product description, test methods,
test specifications and results.

According to the above results, the product
complies with Millipore SAS’s acceptance criteria
and is released.

This document has been produced electronically and is valid
without a signature
Head of Biomonitoring Quality, Molsheim France

©2018 Merck KGaA, Darmstadt, Germany and/or its affiliates, All rights reserved,

ISO is a Registered Trademark of the International Organization for Standardization.

ATCC is a Registered Trademark of the American Type Culture Collection.

The vibrant M, Steritest, Sigma-Aldrich and Millipore are trademarks of Merck KGaA, Darmstadt, Germany
or its affiliates. Detailed information on trademarks is available via publicly accessible resources.

N° ManGo template 20341433 Version 3.0 / N° Certificate : STBMCTM12COQ Version 6.0



Millipore.

Certificate of Quality

Steritest™ Media for Sterility Test
Soybean Casein Digest Medium

(Trypcase Soy Broth or Tryptic Soy Broth)

Catalogue Number : STBMTSB12
Lot Number : F3CB97349
Expiry date : MAR-2024

12 - 25°C (35 to 77°F)
Protected from light

Storage Conditions

We certify that the product described herein
meets the following criteria.

Product Description

Soybean-Casein Digest Medium is intended for
the detection of aerobic bacteria and fungi. This
medium is used for sterility testing by membrane
filtration or by direct inoculation. Performance and
preparation of this medium comply with the
European Pharmacopeia (EP), United States
Pharmacopeia (USP) and Japanese Pharmacopeia
(JP) for Soybean-Casein Digest Medium.

Soybean-Casein Digest Medium is also used as
pre-enrichment broth for non-sterile products as
described in the European Pharmacopoeia (EP),
the United States Pharmacopoeia (USP) and the
Japanese Pharmacopeia (JP).

One box of product contains 12 bottles of 100ml
of Medium, each bottle has a screw cap with a
—eptum.

Composition per liter of purified
water

| Casein peptone - 17.0g
Soy peptone 3.0g |
Sodium chloride 5.0g
Dibasic potassium phosphate 259
Monohydrated/Anhydrous dextrose 2.5g/2.3g

Formula can be adjusted and/or supplemented
and sources of components are selected to meet
the performance criteria required.

Prilog 2. Certifikat hranjive podloge TSB proizvodaca Merck

www.sigmaaldrich.com

Precautions

e Do not inhale or ingest while handling the

product.

+ Decontaminate grey stoppers thoroughly prior

to perforation in particular when performing
sterility testing by membrane filtration.

e For direct inoculation or transfer of the liquid,

before unscrewing the top in a controlled
environment, decontaminate thoroughly the
different components.

Good Manufacturing Practices

This product was manufactured at Millipore
S.A.S., Molsheim, France which adheres to Good
Manufacturing  Practices guidelines.  Special
emphasis has been placed on cleanliness and
environmental control conditions.

ISO® 9001/14001

The product has been manufactured in a Millipore
SAS facility whose quality management system is
approved by an accredited registering body to the
appropriate ISO® 9001 Quality System Standard
and ISO® 14001 Environmental Management
Standard. Manufacturing processes are audited on
a regular basis. )

Pharmacopoeia references

European Pharmacopeia, 2.6.1 Sterility, 2.6.12 &
2.6.13. Microbial examination of non-sterile
products.

United States Pharmacopeia, <71> Sterility tests,
<61> & <62> microbial examination of non-
sterile products.

Japanese Pharmacopeia, 4.06 Sterility test.

The Life Science business of Merck KGaA, Darmstadt, Germany operates

as MilliporeSigma in the U.S and Canada.



Lot analysis

This manufacturing lot was sampled, tested and This product was designed and manufactured to
released according to the following specifications: meet the following specifications:
Physical Tests Criteria Specifications Results
Sterility Assurance | No contamination after 14 days at Conform
e 100 % visual control Level 20-25°C and 30-35°C
This product was designed and manufactured to Sl el
meet the following specifications: Bacillus subtilis Inoculum < 100CFU Conform
Criteria Specifications Results ATCC® 6633 Clear visible growth Wlthlan days
ApBeArancEoftha at 20-25°C and 30-35°C
P edi Light yellow clear liquid [ Conform
mecia i i Inoculum < 100CFU
Candida albicans e )
pH 7.3 +/-0.2 Conform ATCCE 10231 Clear visible growth within 5 days | Conform
~=J1 In process volume 100 to 106 ml ConfeER at 20-25°C
contro!
Aspergilfus Inoculum < 100CFU
i . brasiliensis (niger) | Clear visible growth within 5 days | Conform
Biological Tests ATCC® 16404 at 20-25°C
e Sterility Staphylococcus Inoculum < 100CFU
. p aureus Clear visible growth within 3 days | Conf
Representative samples were incubated at 20- ATCC® 6538 atg3a35°c ye | Gonform
25°C and 30-35°C for 14 days.
Pseudomonas Inoculum < 100CFU
e Fertilit Growth Promotion aeruginosa Clear visible growth within 3 days | Conform
y/ ATCC® 9027 at 30-35°C

Fertility tests were conducted by direct
inoculation. All samples provided good growth
associated to a clearly visible turbidity of the
medium.

Batch Record

The lot of bottles has a complete documentation
which includes product description, test methods,
test specifications and results

According to the above results, the product
complies with Millipore SAS’s acceptance criteria
and is released.

This document has been produced electronically and is valid
without a signature

Head of Biomonitoring Quality, Molsheim France
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IZJAVA O IZVORNOSTI

Ja, KRISTINA ZRINSKI, izjavljujem da je ovaj diplomski rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u

njegovoj izradi nisam koristio/la drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.

Vlastoru¢ni potpis






