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akos¢ produktow leczniczych jest waznym zagadnie-
J niem, dotyczy bowiem zdrowia i Zycia cztowieka. Obec-
ne w lekach drobnoustroje moga powodowac rozktad
substancji aktywnej, a takze wywotywac zakazenia.

Zaburzenia w réwnowadze ekologicznej oraz
obnizenie naturalnej odpornosci populacji ludzkiej
zwiekszaja zagrozenie ze strony otaczajacych drobno-
ustrojow, w tym réwniez ryzyko wystapienia zakazen
odlekowych. Odnotowane przypadki zakazef wywo-
tanych przez obecne w lekach drobnoustroje, byty
przyczyna powotania w drugiej potowie ubiegtego
wieku specjalnej komisji przy Miedzynarodowej Fede-
racji Farmaceutycznej (FIP) oraz zespotdw krajowych
(np. odpowiedniej komisji przy Instytucie Lekdw), kto-
rych zadaniem byta analiza badan zanieczyszczenia
mikrobiologicznego lekdéw, szczegdlnie tych, wobec
ktorych jatowos¢ nie jest wymagana, a takze przy-
czyn stwierdzonego stanu czystosci [1].

Wykazano, ze jednym z wazniejszych czynnikow
wptywajacych na obecnos¢ w lekach drobnoustrojow
jest pierwotne zanieczyszczenie surowcow farmaceu-
tycznych. Komisje wskazywaty réwniez na niewtasci-
wa konserwacje lekéw oraz brak kontroli produktu
finalnego przed wprowadzeniem do obrotu. Waznym
czynnikiem okazat sig takze sam proces produkcyjny,
a zwtaszcza niektore jego etapy, sprzyjajace rozwojo-
wi drobnoustrojéw, jak np. granulacja.

W wyniku tych prac sformutowano wymogi czy-
stosci mikrobiologicznej dla wszystkich postaci lekow
i wskazano na koniecznosé kontroli przed przekaza-
niem do stosowania, czy leki spetniaja te wymagania.
Ponadto opracowano zasady prawidtowej produk-
cji lekdw (GMP — ang. Good Manufacturing Practi-
ce), w tym dotyczace higieny produkcji i kontroli jej
przebiegu.

W Polsce warunkiem uzyskania zgody na wytwa-
rzanie produktéw leczniczych jest spetnienie wymo-
goéw zawartych w rozporzadzeniu ministra zdrowia
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Environmental microbiological purity of pharmaceutical
manufacturing The quality of pharmaceutical products is
dependent not only upon the purity of the components used, the
process itself or training and attitudes of the personnel involved but
also upon the environmental hygienic conditions under which the
process is performed. Each component of this environment needs

to be considered as a potential source of microorganisms which

can contaminate a drug. The effectiveness of actions undertaken

to achieve a proper level of purity is checked by microbiological
evaluation of “workspace”.

This study is a retrospective analysis of environmental microbial
monitoring of oral pharmaceuticals manufacturing (nonsterile).

The analysis included the results of studies conducted in 2001—

2007 at nine pharmaceutical works from Wielkopolska. The inquiries
evaluated microbiological purity of air, surfaces of equipment, wet
environments and personnel. The airborne microbial contaminants
were determined by sieve impactor sampler, surface and personnel
samplings were accomplished by use of contact plates and by
swabbing.

On the whole, 5317 samples were analyzed, of which 957 were
obtained from air, 1642 from usable surfaces, 1248 from surfaces of
equipment, 453 from wet environments, 371 from hands of personnel,
342 from clothing and 304 from footwear. Thirty seven per cent of air
samples, 7.8% samples from surfaces of equipment, 19.5% samples
from other surfaces exceeded the limits for Class D working area.

In 26.2% of samples of wet environment Gram negative rods were
detected. The number of microorganisms isolated from hands/gloves
ranged from 1 to 184 cfu/five fingertips, those from clothing from 5 to
77 cfu/cm?, while those from footwear from 16 to »300 cfu/cm?.

An analysis of the results of microbial monitoring indicates the
usefulness of microbiological control as a key element in detection of
potential dangers for the quality of pharmaceutical products.
Keywords: pharmaceutical manufacturing, microbiological purity,
environment, contamination
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Tabela 1. Zalecane limity w monitorowaniu zanieczyszczef mikrobiologicznych

pomieszczenh czystych w dziataniu

A <1 <1 <1 <1
B 10 5 5 5
C 100 50 25 -
D 200 100 50 -

Uwaga: (a) wartosci srednie, (b) poszczegdlne ptytki stosowane w metodzie sedymentacyjnej moga
by¢ wystawione przez okres krotszy niz 4 godziny.

Tabela 2. Liczba préb pobranych w latach 2001-2007

Liczba wytwérni—g 9
Liczba badan —104 104
Liczba préb ogétem - 5317 5317
wtym: powietrze 957
powierzchnie urzadzen 1248
inne powierzchnie 1642
srodowisko wilgotne 453
rekawice 342
obuwie /rece personelu 371
odziez 304

Tabela 3. Czystos¢ mikrobiologiczna srodowiska nieozywionego

Powietrze 5-1070 cfu/m? 337 cfu/m? 355
Powierzchnie 0->300 cfu/25 m? 9 cfu/m? 97
urzadzen

Inne powierzchnie 0->300 cfu/25 m? 42 cfu/m? 320

w sprawie wymagan Dobrej Praktyki Wytwarzania
z dnia 1 pazdziernika 2008 roku [2].

Zapewnienie odpowiedniego poziomu czystosci
Srodowiska produkcji, minimalizujacego ryzyko zanie-
czyszczenia produktu mikroorganizmami, jest jednym
z elementoéw systemu zapewnienia jakosci. Skutecz-
nos¢ tych dziatan jest sprawdzana przez ocene mi-
krobiologiczna Srodowiska. W pracy przeprowadzono
retrospektywna analize badan czystosci mikrobiolo-
gicznej srodowiska wytwarzania form doustnych pro-
duktow leczniczych (niesterylnych).

Materiat i metody

Analiza objeta wyniki badan przeprowadzonych
w latach 2001-2007 w dziewieciu wytwdrniach far-
maceutycznych z Wielkopolski. W badaniach ocenia-
no czystosé mikrobiologiczna:
— powietrza,
— powierzchni urzadzen produkcyjnych,
— innych powierzchni (podtogi, $ciany, meble itp.),
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— $rodowisk wilgotnych (syfony zlewowe, kratki écie-
kowe itp.),
— personelu (rekawice/rece, odziez, obuwie).

Ocena czystosci mikrobiologicznej powietrza

Czystos¢ mikrobiologiczng powietrza oceniano me-
toda uderzeniowa z wykorzystaniem aparatéw Mi-
croBio (DeVille) i MAS (Merck). Za pomoca aparatow
pobierano okreslong objetos¢ powietrza. Obecne w ba-
danym powietrzu drobnoustroje zostaty zatrzymywane
na powierzchni podtoza agarowego z wyciggami z ka-
zeiny i soi (TSA). Préby inkubowano przez 5 dni w tem-
peraturze 35°C. Po inkubacji zliczano wyroste kolonie
drobnoustrojoéw i obliczano liczbe cfu (colony forming
unit, jednostek tworzacych kolonie) w 1 m? powietrza.

Ocena czystosci mikrobiologicznej

powierzchni

Czystos¢ mikrobiologiczng powierzchni oceniano
metoda kontaktowa oraz metoda wymazow.

Metoda kontaktowa

Zastosowano w niej ptytki RODAC (Replicate Or-
ganism Detection and Counting), zawierajace podtoze
TSA z inaktywatorami dla srodkéw dezynfekcyjnych.
Probki pobierano przez przycisniecie otwartej ptytki
z meniskiem wypuktym podtoza agarowego do ba-
danej powierzchni. Ptytki inkubowano przez 5 dni
w 35°C. Po inkubacji zliczano wyroste kolonie. Wy-
niki podawano jako liczbe cfu na 25 cm? powierzch-
ni (pole ptytki).

Metoda wymazéw

Jatowa, zwilzong wymazéwka pobierano do bada-
nia prébki z powierzchni 25 cm?2. Nastepnie przenoszo-
no wymazéwke do roztworu 0,9% NaCl, wytrzasano,
po czym wykonywano ilosciowy posiew na podtoze
TSA. Préby inkubowano przez 5 dni w temperaturze
35°C. Po inkubacji zliczano wyroste kolonie i wyzna-
czano liczbe cfu na 25 cm? powierzchni, uwzgled-
niajac objetos¢ ptynu uzytego do wytrzgsania oraz
objetos¢ posiewana na podtoze.

Ocena czystosci mikrobiologicznej personelu

Czystos¢ mikrobiologiczng odziezy, obuwia i re-
kawic/rgk personelu okreslono metoda kontaktowa
z uzyciem ptytek RODAC.

Wyniki poréwnano z kryteriami dla pomiesz-
czen klasy D, w ktérej najczesciej wytwarza sie leki
niesterylne, zawartymi w rozporzadzeniu ministra
zdrowia w sprawie Dobrej Praktyki Wytwarzania (ta-
bela 1) [6].

Wyniki

Przeanalizowano wyniki 104 badan prowadzo-
nych w dziewieciu wytwdérniach farmaceutycznych
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(tabela 2). Ogétem ze Srodowiska ozywionego i nie-
ozywionego pobrano 5317 préb. 1642 préby pobra-
no z powierzchni uzytkowych, 1248 z powierzchni
urzadzen, 957 z powietrza, 453 ze srodowisk wilgot-
nych, 371z rak personelu, 342 z odziezy oraz 304 pro-
by z obuwia.

W tabeli 3 przedstawiono wyniki oceny czystosci
mikrobiologicznej srodowiska nieozywionego, z wy-
taczeniem srodowisk wilgotnych.

Z powietrza badanych pomieszczen izolowano od
5 do 1070 cfu/m? (Srednio 337 cfu/m3). Przekrocze-
nie limitu dla pomieszczen o klasie czystosci D (>200
cfu/m?3) odnotowano w 355 przypadkach, co stanowi
ok. 37% ogotu przebadanych prébek powietrza (ry-
cina 1). Przekroczenia te najczesciej dotyczyty sluz
osobowych i towarowych, a wiec pomieszczen znaj-
dujacych sie na pograniczu strefy kontrolowanej i nie-
kontrolowanej. W 17,1% préb liczba drobnoustrojow
miescita sie w przedziale od 101 do 200 cfu/m3, jednak
az W 45,8% proéb liczba drobnoustrojow w 1m? powie-
trza byta nizsza niz 100 cfu.

Z powierzchni urzadzen izolowano od o do >300
cfu/25 cm?. Przekroczenie limitu dla pomieszczen
klasy D, wynoszacego 50 cfu/25cm?, odnotowano
jedynie w 97 prébach (niespetna 8%) (rycina 2). Za-
nieczyszczenie mieszczace sie w przedziale od 26 do
50 cfu/25 cm? stwierdzono w 8,3% préobach. Najcze-
Sciej z badanych powierzchni nie izolowano drob-
noustrojéw lub izolowano je w niewielkiej liczbie
(83,9% prab).

Z innych powierzchni, takich jak podtogi czy me-
ble, podobnie jak z powierzchni urzadzen, izolowa-
no od o do »300 cfu/25 cm?, a liczba izolowanych
drobnoustrojéw wynosita srednio 42 cfu/25 cm?2. Od-
notowano 320 préb, w ktérych dopuszczalna licz-
ba drobnoustrojow zostata przekroczona, z czego
w 10% odnotowano od 51 do 100 cfu/25 cm?, aw 9,5%
powyzej 100 cfu/25 cm? (rycina 3). Az w 59,3% prob
liczba drobnoustrojéw nie przekraczata 25 cfu/2s
cm?, a w 21,2% miescita sie w przedziale od 26 do 50
cfu/2s cm?,

Wyniki oceny czystosci mikrobiologicznej srodo-
wisk wilgotnych, takich jak syfony zlewowe czy krat-
ki sciekowe, przedstawiono w tabeli 4. Na ogblna
liczbe 453 prob w 119 (26,2%) stwierdzono obecnosé
pateczek Gram-ujemnych. Najczesciej izolowano pa-
teczki z rodzajéw: Pseudomonas, Stenotrophomonas,
Acinetobacter, Aeromonas oraz pateczki Enterobac-
teriaceae z gatunku Citrobacter freundii i Enterobac-
ter cloacae.

Wyniki oceny czystosci mikrobiologicznej perso-
nelu przedstawiono w tabeli 5.

Z rak/rekawic izolowano srednio 44 cfu/opuszki
pieciu palcéw. Liczba drobnoustrojéw izolowanych
z rak byta znacznie wyzsza niz z rekawic (odpowied-
nio: 23-184 cfu i 1-89 cfu; wartosci Srednie odpo-
wiednio: 18 cfu i 76 cfu).
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0-100 cfu/m?
B 101-200 cfu/m?
45,8 201-1000 cfu/m?
>1000 cfu/m?

11,4

Rycina 1. Wyniki badan czystosci mikrobiologicznej powietrza mieszczace sie
w poszczegblnych przedziatach

4,2 36

0-25 cfu/25 cm?
B 26-50 cfu/25 cm?

51-100 cfu/25 cm?

>100 cfu/25 cm?

83,9

Rycina 2. Wyniki badan czystosci powierzchni urzadzeh mieszczace sie
w poszczegblnych przedziatach purity

9,5

10,0

0-25 cfu/25 cm?
59,3 B 26-50 cfu/25 cm?

51-100 cfu/25 cm?

>100 cfu/25 cm?

Rycina 3. Wyniki badan czystosci mikrobiologicznej innych powierzchni
mieszczace sie w poszczegblnych przedziatach

Z odziezy personelu izolowano od 5 do 77
cfu/2s5 cm? ($rednio 18 cfu/25 cm?). Znacznie wyzsze
liczby drobnoustrojéw, mieszczace sie w przedzia-
le od 16 do >300 cfu /25 cm? (Srednio 120 cfu/25 cm?)
izolowano z obuwia pracownikéw.
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Tabela 4. Czystos¢ mikrobiologiczna srodowisk wilgotnych

Liczba prob, w ktérych stwierdzono obecnosé pateczek Gram-ujemnych 119 (26,2%)

Najczesciej izolowane drobnoustroje

Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas fluorescens
Pseudomonas putida
Sterotrophomonas maltophilia

Acinetobacter spp.
Citrobacter freundii
Enterobacter cloacae
Aeromonas spp.

Tabela 5. Czystos¢ mikrobiologiczna personelu

rekawice 1-89 ogétem 44

Rekawice/rece

rece 23-184 (rekawice 18; rece 76)
Odziez 5-77 18
Obuwie 16—>300 120

Oméwienie wynikéow

W latach go. ubiegtego wieku w polskich wy-
twérniach farmaceutycznych dokonano ogromnych
zmian w procesie wytwarzania lekéw niejatowych.
Wprowadzone zasady prawidtowego wytwarzania
lekéw (GMP) w zakresie zagadnien mikrobiologicz-
nych dotyczyty przede wszystkim zapewnienia wta-
Sciwej czystosci mikrobiologicznej przestrzeni pracy.
W zasadach GMP okreslono rézne klasy czystosci mi-
krobiologicznej wymaganej przy produkcji réznych
produktéw leczniczych lub na poszczegblnych eta-
pach wytwarzania tego samego leku.

Rozporzadzenie ministra zdrowia w sprawie wy-
magan Dobrej Praktyki Wytwarzania, precyzujace
dopuszczalne liczby drobnoustrojéow i czastek me-
chanicznych w jednostce objetosci powietrza oraz
dopuszczalne liczby mikroorganizméw na powierzch-
niach i na rekawicach, odnosi sie do pomieszczeh
czystych, w ktérych wytwarza sie leki jatowe. Dla-
tego producenci lekéw niejatowych sg zobowigzani
do okreslenia wtasnych limitéw zanieczyszczeh mi-
krobiologicznych. W kazdej wytworni powinny by¢
opracowane limity alarmowe i limity dziatania. Mi-
nisterialne rozporzadzenie definiuje limit alarmowy
jako: ustalone kryteria stuzqce wczesnemu ostrzega-
niu o potencjalnym odchyleniu od prawidtowych wa-
runkow, ktére moggq nie by¢ wystarczajgcq podstawq
do zdecydowanych dziatan naprawczych, ale wyma-
gajg badan nastepczych, natomiast limit dziatania
jako: ustalone kryteria, ktorych przekroczenie wy-
maga podjecia niezwtocznych dziatan nastepczych
{ naprawczych. Limity te w sg wytwdrniach ustalane
zazwyczaj na podstawie wtasnych wynikéw monito-
rowania srodowiska, z uwzglednieniem wartosci za-
lecanych w rozporzadzeniu.

Ocena czystosci mikrobiologicznej srodowiska wy-
twarzania jest prowadzona metodami opartymi na

zasadach mikrobiologii klasycznej, dostosowanymi
do specyfiki badanego srodowiska [3].

Objete analiza wyniki badan poréwnano z limita-
mi dla klasy czystosci D. Nalezy jednak zaznaczyé¢, ze
do grudnia 2002 roku obowiazywato rozporzadzenie,
w ktérym dopuszczalne zanieczyszczenie mikrobiolo-
giczne powietrza wynosito 500 cfu/m?3, a limity zanie-
czyszczen powierzchni nie byty sprecyzowane [4, 5].

W pismiennictwie nie ma danych opisujacych za-
nieczyszczenie mikrobiologiczne srodowiska wy-
twarzania produktéw leczniczych. Mimo Ze badania
przestrzeni pracy sa czesto wykonywane, jednak ich
wynikéw zazwyczaj sie nie publikuje. Wyniki badan
prowadzonych przez Marczewska i wsp. wskazuja na
niewielka liczbe przekroczen limitéw zanieczyszczeh
mikrobiologicznych w monitorowanych wytwaérniach.
Przekroczenia te dotyczyty zaréwno powietrza i po-
wierzchni, jak i personelu [6].

W uzyskanych przez nas wynikach przekroczenia
najczesciej dotyczyty powietrza i powierzchni (podto-
gi). Czesto rowniez izolowano pateczki Gram-ujemne
w $rodowiskach wilgotnych (syfony zlewowe). Doty-
czyto to jednak przede wszystkim $luz personalnych
brudnych. Jak wiadomo, pomieszczenia te zazwyczaj
maja bezposredni kontakt ze strefa niekontrolowa-
na, a pracownicy wchodza do nich w odziezy ogdl-
nozaktadowe;j.

Uzyskanie wynikéw przekraczajacych dopusz-
czalne w danej wytwaérni limity powodowato analize
przyczyn zaistniatej sytuacji oraz wprowadzenie dzia-
tan naprawczych. Skutecznos¢ podjetych dziatan byta
sprawdzana w powtdrnej ocenie czystosci mikrobio-
logicznej sSrodowiska produkcyjnego.

Whioski

Przeprowadzona analiza wynikéw badan czysto-
Sci mikrobiologicznej przestrzeni pracy wskazuje na
celowos¢ prowadzenia kontroli mikrobiologicznej po-
zwalajacej na wykrycie potencjalnych zagrozen dla ja-
kosci leku.
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