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1 UVODNE USTANOVENIA
1.1  Autorské prava

1.2

13

14

1.5

1.6

Tento dokument je majetkom Statneho ustavu pre kontrolu lie¢iv, ktory si vyhradzuje
vSetky autorské prava.

Ugel
ZabezpeCit jednotny postup pri kontrole ahodnoteni mikrobiologickej kvality
nesterilnych liekov a latok na farmaceutické pouzitie.

Ciel’

Kontrola dodrziavania zasad spravnej vyrobnej, lekarenskej a laboratornej praxe
austanoveni  Slovenského liekopisu, Slovenského farmaceutick¢ho kodexu,
Eurdpskeho liekopisu a ostatnych platnych relevantnych noriem pri priprave liekov
s cielom zabezpecenia nizkej biozat'aze findlnych nesterilnych liekovych foriem.

Platnost’

Metodicky pokyn je platny pre organizaéné zlozky SUKL a kontrolné laboratéria
schvalené Statnym tstavom pre kontrolu lie¢iv, ktoré vykonavaju kontrolu
mikrobiologickej kvality nesterilnych liekov a latok na farmaceutické pouZzitie.
Kontrola a hodnotenie kvality Cistenej vody urcenej na farmaceutické Gcely sa riadi
samostatnym metodickym pokynom.

Kompetencie

Statny ustav pre kontrolu lie¢iv podl'a § 64 ods. 2 a) zakona &. 140/98 Z. z. v zneni
neskorSich predpisov vykonava inSpekciu dodrziavania zasad spravnej vyrobnej,
klinickej, velkodistribucnej a lekarenskej praxe a dodrZiavania ustanoveni
Slovenského liekopisu, Slovenského farmaceutického kodexu a Europskeho lickopisu
pri priprave hromadne a individualne pripravovanych liekov.

Pouzité pojmy

Nesterilné lieky — finalne farmaceutické produkty, pre ktoré kompetentna autorita
nestanovila ako kritérium pozadovanej mikrobiologickej kvality sterilitu.

Nesterilné latky na farmaceutické pouzitie — latky ur¢ené na farmaceutické pouzitie,
pre ktoré kompetentnd autorita nestanovila ako kritérium poZadovanej
mikrobiologickej kvality sterilitu.

SUKL RD-06
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1.7  Pouzité skratky

MP metodicky pokyn

SUKL Statny ustav pre kontrolu lie¢iv

Ph. Eur. European Pharmacopoeia - Europsky liekopis

Z. 1. Zbierka zakonov

¢l ¢lanok

CFU colony forming unit - kolonie tvoriace jednotky

TAMC total aerobic microbial count - celkovy pocet aerdbnych mikrobov
TYMC total yeast and mould count - celkovy pocet hub (kvasinky a plesne)

1.8  Suvisiace predpisy

Nasledovné predpisy a dokumenty v platnom zneni:

Zakon ¢. 140/1998 Z. z. o liekoch a zdravotnickych pomdckach v zneni neskors$ich
predpisov

Slovensky liekopis

Slovensky farmaceuticky kodex

European Pharmacopoeia — Eurdpsky liekopis

Metodicky pokyn SUKL ¢ MP 106/2009 ,,Skiisanie vod pre farmaceutické ucely*
Metodicky pokyn SUKL & MP 108/2009 ,,Postup pre udelenie povolenia vykonavat
farmaceutické a toxikologicko-farmakologické skusanie”

SUKL RD-06
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2.1

2.2

2.3

2.4

2.5

2.6

2.7

VSEOBECNE USTANOVENIA

Pritomnost’ mikroorganizmov v nesterilnych liekoch a latkach na farmaceutické
pouzitie moze kvalitativne aj kvantitativne ovplyvnit' terapeuticku aktivitu lieku
a moze mat potencidlne nepriaznivé ucinky na zdravie pacienta.

Hodnotenie mikrobiologickej kvality sa riadi nielen poziadavkami presne
Specifikovanymi v tomto metodickom pokyne, ale pre uréity produkt moéze byt
potrebné vykonat' skuSky aj na iné mikroorganizmy v zavislosti od povahy
vychodiskového materidlu, vyrobného procesu, pouzitia a pod..

Vyznam inych zistenych mikroorganizmov sa posudzuje z hl'adiska:

- pouzitia produktu (miesto aplikacie)

- povahy produktu (schopnost’ inhibovat alebo podporovat rast mikroorganizmov)
- spoOsobu podania

- obalu

- sucasného podania liekov imunosupresivnych, kortikosteroidov a pod.

- suvisiaceho ochorenia, pritomnosti ran, poskodenia organizmu, organov a pod.

Mo6Zu sa pouzit' alternativne mikrobiologické postupy, vratane automatizovanych
metod, za predpokladu, Ze metddy boli validované a bola preukdzand ich zhoda
S liekopisnou metddou.

Ak sa ukaze, ze Ziadnou z predpisanych skasok sa neziska platny pocet mikroorga-
nizmov na predpisanej Grovni, pouzije sa validovana metdda, ktorej limit detekcie sa
najviac priblizuje ku kritériu prijatelnosti.

Pri hodnoteni vychodiskovych materialov sa berie do tvahy proces, ktorému bol
produkt vystaveny, sucasna technologia sktiSania a dostupnost’ materidlov
V poZadovanej kvalite.

V odévodnenych pripadoch hodnotenie ddlezitych rizikovych faktorov riadi
zodpovedny persondl s prisluSnym vzdelanim s vykladom mikrobiologickych tidajov.
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3 SKUSANIE NESTERILNYCH PRODUKTOV

3.1

3.2

3.3

Skusanie nesterilnych liekov a latok na farmaceutické pouzitie sa vykondva podla
poziadaviek uvedenych v platnom Eurdpskom liekopise.

Tieto skusky st zamerané predovsetkym na zistenie, ¢i latka alebo produkt vyhovuje
stanovenej Specifikacii pre mikrobiologicku kvalitu.

Skusky na stanovenie po¢tu mikroorganizmov

Skuisanie a hodnotenie nesterilnych liekov a latok na farmaceutické pouzitie z hl'adiska
poctu mikroorganizmov sa vykondva podla poziadaviek uvedenych v aktudlnom
vydani Ph. Eur. ¢l 2.6.12 Mikrobiologické hodnotenie nesterilnych produktov:
Skusky na stanovenie mikrébov. (vid priloha €. 3)

Skusky umoznuji kvantitativne stanovenie mezofilnych baktérii a hub v aerébnych
podmienkach.

Skusobné metody:

- membranova filtracia

- platnové metody (metodda zalievania, metdda povrchového rozotierania)

- metoda najpravdepodobnejsiecho poctu

- iné validované metody

Vyber vhodnej sktSobnej metddy urcuji rozne faktory, najmid povaha produktu
a pozadovany limit mikroorganizmov.

Dékaz Specifickych mikroorganizmov

SkuSanie a hodnotenie nesterilnych liekov a latok na farmaceutické pouZitie z hl'adiska
pritomnosti Specifickych mikroorganizmov sa vykonava podla poziadaviek uvedenych
v aktualnom vydani Ph. Eur. ¢l. 2.6.13 Mikrobiologické hodnotenie nesterilnych
produktov: Dékaz Specifickych mikroorganizmov a osobitného ustanovenia pre
rastlinné lieky uvedeného v doplnku Ph. Eur..(vid priloha ¢. 4)

Kvalitativnymi a kvantitativnymi skuSkami sa zist'uje nepritomnost” alebo obmedzeny
vyskyt Specifickych mikroorganizmov.

Hodnotenie mikrobiologickej kvality

Hodnotenie nesterilnych liekov alatok na farmaceutické pouzitie z hladiska
Specifikacie pre mikrobiologicku kvalitu sa vykonava podl'a poziadaviek uvedenych
v aktualnom vydani Ph. Eur. él. 5.1.4 Mikrobiologickad kvalita nesterilnych liekov
a latok na farmaceutické pouZitie. (vid’ priloha ¢. 5)

Kritérid prijatelnosti pre nesterilné farmaceutické produkty zaloZené na celkovom
pocte aerébnych mikrébov (TAMC) a celkovom pocte hab (TYMC) st uvedené v
tabul’kach (vid prilohy ¢. 1, 2). Zoznam Specifickych mikroorganizmov uvedeny
v tabulke (vid’ priloha €. 1) je otvoreny, moze byt potrebné vykonat’ skusky aj na iné
ako uvedené mikroorganizmy podla povahy skusaného produktu. Kritérid su zalozené
na individuélnych alebo, v pripade opakovanych skuSok, priemernych vysledkoch.
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Ak je predpisané kritérium prijatel'nosti pre mikrobiologicku kvalitu, hodnoti sa takto:

nepritomnost’: najvyssi prijatel’ny pocet = 0

10 CFU: najvyssi prijatel’ny pocet = 20

10? CFU: najvyssi prijatel’ny pocet = 200

10° CFU: najvyssi prijatel’ny pocet = 2000, atd’.

Mikrobiologicka kvalita sktiSaného produktu sa povazuje za nevyhovujucu ak
ktorykol'vek skiSany parameter nevyhovel kritéridm najvySSieho prijateI'ného poctu.

SUKL RD-06



Stdtny uistav pre kontrolu lieciv Strana 8/8
w Pocet priloh 5
MP & 126/2009 Jogeubritoh 5

Plati od 15.01.2010

Kapitola &.: 4,5 ZAVERECNE USTANOVENIA, PRILOHY

4 ZAVERECNE USTANOVENIA

Tento MP nadobtda ucinnost’ dinom 15. 01. 2010.
Kontrolu dodrziavania a vyklad tohto MP vykondva manazment riadenia kvality.

5 PRILOHY

¢.1 Tabulkal.: Kritéria prijatelnosti pre mikrobiologicku kvalitu nesterilnych
liekovych foriem
¢.2 Tabulka 2.: Kritéria prijatelnosti pre mikrobiologicku kvalitu nesterilnych

latok na farmaceutické pouzitie

.3 Clanok Ph. Eur.: 2.6.12 Mikrobiologické hodnotenie nesterilnych produktov:
Skusky na stanovenie mikrobov.

Cx

(@]

.4 Clanok Ph. Eur.: 2.6.13 Mikrobiologické hodnotenie nesterilnych produktov:
Dokaz specifickych mikroorganizmov a osobitné ustanovenie pre
rastlinné lieky uvedené v doplnku PhEur.

.5 Clanok Ph. Eur.: 5.1.4 Mikrobiologickd kvalita nesterilnych lickov a latok na
farmaceutické pouZitie.

Cx<
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Tabulka 1.

Kritéria prijatel’nosti pre mikrobiologicku kvalitu nesterilnych liekovych foriem

Miesto aplikacie TAMC TYMC Specifické
(CFU/g alebo CFU/ml) (CFU/g alebo CFU/mI) mikroorganizmy
Lieky bez obsahu vody na 10° 102 Nepritomnost’ Escherichia
peroralne pouzitie coli (1 g alebo 1 ml)
Lieky s obsahom vody na 102 10t Nepritomnost’ Escherichia
peroralne pouZitie coli (1 galebo 1 ml)
Rektalne pouzitie 10° 10°
Oréalne pouzitie Nepritomnost’
Gingivalne pouZitie Staphylococcus aureus
Dermélne pouzitie 10° 10! (1 g alebo 1 ml)
Nazalne pouZitie Nepritomnost’ Pseudomonas
Podanie do ucha aeruginosa (1 g alebo 1 ml)
Nepritomnost’ Pseudomonas
aeruginosa (1 g alebo 1 ml)
Nepritomnost’
Vaginalne pouzitie 10° 10! Staphylococcus aureus
(1 g alebo 1 ml)
Nepritomnost” Candida
albicans (1 g alebo 1 ml)
Transdermalne naplasti Nepritomnost’
(limity pre jednu naplast’ Staphylococcus aureus
vratane prilnavej vrstvy a 10° 10! (1 néplast)
ochranne;j folie) Nepritomnost’ Pseudomonas
aeruginosa (1 naplast)
Inhalaéné pouzitie (zvlastne Nepritomnost’
poZziadavky sa vzt'ahuju na Staphylococcus aureus
kvapalné lieky na (1 g alebo 1 ml)
rozpraSovanie) Nepritomnost’ Pseudomonas
10° 10! aeruginosa (1 g alebo 1 ml)
Nepritomnost’
gramnegativnych zI¢-
tolerujucich baktérii
(1 galebo 1 ml)
Osobitné ustanovenia Ph. Najviac 10% CFU zl¢-
Eur. pre peroralne liekové -tolerujticich
formy s obsahom latok gramnegativnych baktérii
prirodného pévodu (1 g alebo 1 ml)
(zivocisneho, rastlinného, Nepritomnost’ Salmonella
mineralneho), ktorych (10 g alebo 10 ml)
antimikrobialna uprava nie 10* 10° Nepritomnost’ Escherichia
je technicky mozna a pre coli (1 g alebo 1 ml)
ktoré kompetentna autorita Nepritomnost’
povoli TAMC v pévodnom Staphylococcus aureus
materiali nad 10° CFU na (1 g alebo 1 ml)
gram alebo mililiter
Osobitné ustanovenia Ph. Najviac 10° CFU
Eur. pre rastlinné lieky s Escherichia coli
obsahom jednej alebo (pozri Dodatok)
viacerych rastlinnych drog (1 g alebo 1 ml)
(celych, rozdrobenych alebo
praskovanych): Najviac 10° CFU
zI¢--tolerujucich
— rastlinné lieky, ktoré sa 107 10° gramnegativnych baktérii
pred pouzitim zalievaja (1 g alebo 1 ml)
vriacou vodou Nepritomnost’ Escherichia
coli (1 galebo 1 ml)
— rastlinné lieky, ktoré sa 10° 10 Nepritomnost’ Salmonella

pred pouzitim nezalievaju
vriacou vodou

(10 g alebo 10 ml)

SUKL - MP & 126/2009
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Tabul’ka 2.
Kritéria prijatel’nosti pre mikrobiologicku kvalitu nesterilnych latok na farmaceutické
poulitie
TAMC TYMC
(CFU/g alebo CFU/ml) (CFU/g alebo CFU/mI)
Latky na farmaceutické pouzitie 10° 10?

SUKL - MP & 126/2009
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Ph. Eur. 6.5 ¢l. 07/2009:20612

2.6.12. MIKROBIOLOGICKE HODNOTENIE NESTERILNYCH PRODUKTOV:
SKUSKY NA STANOVENIE POCTU MIKROBOV

1.UVOD

Skusky opisané d’alej umoznuju kvantitativne stanovenie mezofilnych baktérii a hub, ktoré rastt v aerobnych
podmienkach.

Tieto skisky su zamerané predovsetkym na zistenie, ¢i latka alebo produkt vyhovuje stanovenej $pecifikacii
pre mikrobiologickl kvalitu. Ak sa pouziju na tieto Gcely, treba sledovat’ d’alej uvedené pokyny, vratane poctu
vzoriek, ktoré sa maju odobrat’, a vyhodnotenia vysledkov, ako je uvedené d’ale;.

Metody sa nevztahuju na produkty, ktoré obsahuju zivé mikroorganizmy ako u¢inné zlozky.

Alternativne mikrobiologické postupy, vratane automatizovanych metdd, sa moézu pouzit’ za predpokladu, ze
bola preukazana ich zhoda s lickopisnou metodou.

2. VSEOBECNE POSTUPY

Stanovenie sa vykona za podmienok navrhnutych tak, aby sa zabranilo vonkajsej mikrobialnej kontaminacii
skasaného produktu. Opatrenia na zamedzenie kontaminacie musia byt také, aby nezasiahli ziadne
mikroorganizmy, ktorych vyskyt sa ma v skaske odhalit’.

Ak ma skisany produkt antimikrobialnu aktivitu, tato sa musi vylucit’ alebo neutralizovat podl'’a moznosti na
najvyssiu mieru. Ak sa na tento i¢el pouziji inaktivatory, musi sa dokazat  ich ucinnost’ a neskodnost’ pre
mikroorganizmy.

Ak sa na pripravu vzorky pouziju povrchovo aktivne latky, musi sa dokazat’ ich neSkodnost’ pre mikroorga-
nizmy a ich kompatibilita s pouzitymi inaktivatormi.

3. METODY POCITANIA

Pouzije sa metdda membranove;j filtracie alebo platiiové metddy, podl'a toho aka metdda je predpisana.
Metoda najpravdepodobnejsieho poctu (MPN) je vSeobecne menej presna metoda na zistenie poc¢tu mikrobov,
avSak pre niektoré produkty s vel'mi nizkou mikrobidlnou zat'azou méze byt’ najvhodnejSou metodou.

Vyber metody uréuju faktory, ako st povaha produktu a pozadovany limit mikroorganizmov. Zvolena
metdda musi umoznit’ skusanie dostatocne velkej vzorky, aby sa mohla posudit’ zhoda so $pecifikaciou a je
potrebné ur¢it’ vhodnost’ zvolenej metody.

4. SKUSKA RASTOVYCH VLASTNOSTI, VHODNOST PLATNOVEJ METODY A NEGATIVNA
KONTROLA

4-1. VSEOBECNE UVAHY

Musi sa preukazat’ schopnost’ skiisky detegovat’ mikroorganizmy za pritomnosti skusaného produktu.
Vhodnost’ sa musi potvrdit’ pri kazdej zavedenej zmene skuSobného postupu alebo produktu, ktora by mohla
ovplyvnit’ vysledok skusky.

4-2. PRIPRAVA TESTOVACICH KMENOV

Pouziju sa Standardizované stabilné suspenzie testovacich kmenov alebo sa pripravia d’alej uvedenym
postupom. Naockované kultiry sa udrzuju takym systémom kultivacie, aby zivé mikroorganizmy pouzité na
inokulaciu neboli viac ako 5-krat pasazované z povodného primarneho inokula. Kazdy bakterialny a hubovy
testovaci kmen sa kultivuje oddelene podl'a opisu v tabul’ke 2.6.12.-1.

SUKL - MP & 126/2009
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Na pripravu testovacich suspenzii sa pouzije timivy roztok chloridu sodného s peptéonom s pH 7,0 alebo
tlmivy fosfore¢nanovy roztok s pH 7,2; na suspendovanie spor A. niger sa k timivému roztoku moze pridat’ 0,05
% polysorbatu 80. Suspenzie sa pouziju do 2 h alebo 24 h, ak sa uchovavaji pri teplote 2 °C az 8 °C. Na
pripravu a riedenie &erstvej suspenzie vegetativnych buniek A. niger a B. subtilis sa pripravi stabilna suspenzia
spor, z ktorej sa pouzije potrebny objem na inokulaciu. Stabilna suspenzia spor sa moéze uchovavat’ pri teplote 2
°C az 8 °C pocas doby platnosti.

4-3. NEGATIVNA KONTROLA

Na overenie podmienok skuSania sa vykona negativna kontrola s pouzitim zvolenej riediacej kvapaliny
namiesto skiisaného produktu. Nesmu vyrast’ ziadne mikroorganizmy. Negativna kontrola sa vykona aj pri
skusani produktov postupom opisanym v odseku 5. Nevyhovujlica negativna kontrola vyzaduje d’al$ie skiimanie.

4-4. KULTIVACIA NA ZIVNYCH PODACH

Skusa sa kazda Sarza hotovej zivnej pody a kazda Sarza Zivnej pddy pripravenej zo susenej zivnej pody alebo
z predpisanych zloziek.

Skumavky s enzymatickym hydrolyzatom kazeinu a sdje a platne s agarom s enzymatickym hydrolyzatom
kazeinu a sdje sa naockuji malym poétom (najviac 100 CFU) mikroorganizmov oddelene z kazdého druhu
uvedenych v tabul’ke 2.6.12.-1. Platne so Sabouraudovym agarom s glukdzou sa naockuju malym poctom
(najviac 100 CFU) mikroorganizmov oddelene z kazdého druhu uvedenych v tabul’ke 2.6.1.2.-1. Naockované
zivné pddy sa inkubuji v podmienkach opisanych v tabulke 2.6.12.-1.

Ziskany rast na pevnych zivnych podach sa od vypocitanej hodnoty Standardizovaného inokula nesmie
odlisovat’ faktorom nérastu va¢sim ako 2. Rast mikroorganizmov z Cerstvo pripraveného inokula je porovnatelny
s rastom ziskanym na vopred odskt$anej a povolenej Sarzi Zivnej pody. Kvapalné zivné pody su vhodné, ak sa v
nich vyskytuje zretel'ny rast mikroorganizmov porovnatel'ny s rastom ziskanym na vopred odskusanej a
povolenej $arzi zivnej pody.

4-5. VHODNOST PLATNOVEJ METODY ZA PRITOMNOSTI PRODUKTU

4-5-1. Priprava vzorky. Spdsob pripravy vzorky zavisi od fyzikalnych vlastnosti skasaného produktu. Ak sa
ziadny z d’alej opisanych postupov nepreukaze ako vhodny, musi sa vyvinit alternativny postup.

Produkty rozpustné vo vode. Skusany produkt sa rozpusti alebo zriedi (zvy¢ajne sa pripravi riedenie 1 v 10) v
tImivom roztoku chloridu sodného s peptonom s pH 7,0, timivom fosfore¢nanovom roztoku s pH 7,2 alebo v
enzymatickom hydrolyzate kazeinu a soje. Ak treba, hodnota pH sa upravi na 6 az 8. Ak su potrebné d’alsie
riedenia, pripravia sa s tou istou riediacou kvapalinou.

Nemastné vo vode nerozpustné produkty. Skiiany produkt sa suspenduje (zvycajne sa pripravi riedenie 1 v 10) v
tlmivom roztoku chloridu sodného s peptonom s pH 7,0, timivom fosfore¢nanovom roztoku s pH 7,2 alebo v
enzymatickom hydrolyzate kazeinu a s6je. Na ul'ahcenie pripravy suspenzie slabo zmacatel'nych latok sa moze
pridat’ povrchovo aktivna latka. Ak treba, hodnota pH sa upravi na 6 az 8. Ak st potrebné d’alSie riedenia,
pripravia sa s tou istou riediacou kvapalinou.

Mastné produkty. Skisany produkt sa rozpusti v izopropylmyristate sterilizovanom filtraciou alebo sa zmiesa s
najmens$im potrebnym mnozstvom sterilného polysorbatu 80 alebo inej neinhibujucej sterilnej povrchovo
aktivnej latky zohriatej, ak treba, na teplotu neprevysSujucu 40 °C, alebo vo vynimo¢nych pripadoch najviac na
45 °C. Zmes sa dokladne mieSa a ak treba, udrzuje sa teplota vodného kupela. Prida sa potrebné mnozstvo
vopred zohriatej zvolenej riediacej kvapaliny, aby vzniklo riedenie 1 v 10 pdvodného produktu. Zmes sa
dokladne mie$a za udrziavania rovnakej teploty po najkratsiu potrebni dobu do vzniku emulzie. Dalsie série 10-
nasobnych riedeni sa mozu pripravit’ s pouzitim zvolenej riediacej kvapaliny obsahujucej vhodnu koncentraciu
sterilného polysorbatu 80 alebo inej neinhibujtce;j sterilnej povrchovo aktivnej latky.

Kvapaliny alebo tuhé latky vo forme aerosolu. Skusany produkt sa asepticky prenesie do zariadenia na
membranovi filtraciu alebo do sterilnej nadoby na d’alSie vzorkovanie. Pouzije sa cely obsah alebo definovany

pocet odmeranych davok z kazdého skusaného obalu.
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Transdermalne naplasti. Z transdermalnych naplasti sa stiahne ochranny film a vlozia sa do sterilnych
sklenenych alebo plastovych misiek prilnavou stranou nahor. Prilnavy povrch sa prikryje sterilnym porovitym
materialom, napr. sterilnou gazou, aby sa zabranilo vzdjomnému zlepeniu naplasti a prenesti sa do vhodného
objemu zvolenej riediacej kvapaliny obsahujtcej inaktivatory, napr. polysorbat 80 a(alebo) lecitin. Obsah sa
najmenej 30 min silne pretrepava.

4-5-2. Inokulacia a riedenie. Do vzorky pripravenej opisanym postupom (odsek 4-5-1) a do kontroly (bez
skusaného produktu) sa prida dostatocny objem mikrobidlnej suspenzie, aby sa ziskalo inokulum najviac 100
CFU. Objem suspenzie inokula nema prekrodit’ 1 % objemu zriedeného produktu.

Na dokaz prijatel'ného pomnoZzenia mikrébov v produkte sa skuska musi vykonat’ so vzorkou pripravenou s
rozpustnost’ produktu mozné, musia sa vyvinit’ d’alSie vhodné postupy. Ak sa neda inak vyhnut inhibicii rastu
spdsobenej vzorkou, moze sa pred neutralizaciou, riedenim alebo filtraciou pridat’ mikrobialna suspenzia.

4-5-3. Neutralizacia/vylicenie antimikrobialnej aktivity. Po¢et mikroorganizmov pomnozenych v pripravenej
vzorke zriedenej postupom opisanym v odseku 4-5-2 a inkubovanej postupom opisanym v odseku 4-5-4 sa
porovna s po¢tom pomnozenych mikroorganizmov v kontrolnom pripravku.

Ak je rast inhibovany (redukcia o faktor vac¢si ako 2), treba upravit’ postup pre konkrétnu skusku, aby sa
zabezpecila platnost’ vysledkov. Postup sa moéze upravit’ napriklad 1. zvac¢Senim objemu riediacej kvapaliny
alebo zivnej pody, 2. pridavkom Specifickych alebo beznych neutraliza¢nych latok do riediacej kvapaliny, 3.
membranovou filtraciou alebo 4. kombinaciou tychto opatreni.

Neutralizacné latky. Neutraliza¢né latky sa mézu pouzit’ na neutralizaciu aktivity antimikrobialnych latok
(tabul’ka 2.6.12.-2). M6zu sa pridat’ k riediacej kvapaline alebo k Zivnej pdde najlepsie pred sterilizaciou. Ak sa
pouziju, ich u¢innost’ a neskodnost’ pre mikroorganizmy sa musi dokazat’ kontrolnou skiskou s neutralizaénou
latkou a bez produktu.
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Tabulka 2.6.12.-1. — Priprava a pouZzitie testovacich mikroorganizmov

(str

.429)

Mikroorganizmus Priprava Kultivacia na Zivnych pédach Vhodnost’ platiiovej metody za
testovacieho pritomnosti produktu
kmeria Celkovy pocet Celkovy pocet Celkovy pocet Celkovy pocet
aerébnych kvasiniek a aerébnych kvasiniek a
mikrébov plesni mikrébov plesni
Staphylococcus Agar s Agar s Agar s
aureus: enzymatickym enzymatickym enzymatickym
ATCC 6538 hydrolyzatom hydrolyzatom hydrolyzatom
NCIMB 9518 kazeinu a soje kazeinu a soje a kazeinu a soje
CIP 4.83 alebo enzymaticky /MPN
NBRC 13276 enzymaticky hydrolyzat enzymaticky
hydrolyzat kazeinu a soje hydrolyzat
kazeinu <100 CFU kazeinu a sdje
a soje 30°Caz35°C <100 CFU
30°Caz35°C <3 dni 30°Caz35°C
18haz24h <3dni
Pseudomonas Agar s Agar s Agar s
aeruginosa: enzymatickym enzymatickym enzymatickym
ATCC 9027 hydrolyzatom hydrolyzatom hydrolyzatom
NCIMB 8626 kazeinu a soje kazeinu a soje a kazeinu
CIP 82.118 alebo enzymaticky a s6je/MPN
NBRC 13275 enzymaticky hydrolyzat enzymaticky
hydrolyzat kazeinu a soje hydrolyzat
kazeinu <100 CFU kazeinu a soje
asoje 30°Caz35°C <100 CFU
30°Caz35°C <3dni 30°Caz35°C
18haz24h <3dni
Bacillus subtilis: Agar s Agar s Agar s
ATCC 6633 enzymatickym enzymatickym enzymatickym
NCIMB 8054 hydrolyzatom hydrolyzatom hydrolyzatom
CIP 52.62 kazeinu a soje kazeinu kazeinu
NBRC 3134 alebo asojea a s6je/MPN
enzymaticky enzymaticky enzymaticky
hydrolyzat hydrolyzat hydrolyzat
kazeinu kazeinu a soje kazeinu a soje
a sje <100 CFU <100 CFU
30°Caz35°C 30°Caz35°C 30°Caz35°C
18haz24h < 3dni < 3dni
Candida albicans: Sabouraudov Agar s Sabouraudov Agar s Sabouraudov
ATCC 10231 agar s enzymatickym agar s glukozou enzymatickym agar s
NCPF 3179 glukoézou alebo hydrolyzatom <100 CFU hydrolyzatom glukézou
1P 48.72 Sabouraudov kazeinu 20°Caz25°C kazeinu <100 CFU
NBRC 1594 bujon s a soje <5 dni a soje 20°C az
glukézou <100 CFU <100 CFU 25°C
20°Caz25°C 30°Caz35°C 30°Caz35°C <5 dni
2 az3 dni <5 dni <5 dni
MPN: nepouzije
sa
Aspergillus niger: Sabouraudov Agar s Sabouraudov Agar s Sabouraudov
ATCC 16404 agar s enzymatickym agar s glukozou enzymatickym agar s
IMI 149007 glukozou alebo hydrolyzatom <100 CFU hydrolyzatom glukozou
IP 1431.83 zemiakovy kazeinu 20°C az25°C kazeinu <100 CFU
NBRC 9455 agar a soje <5 dni a soje 20°C az
s glukézou <100 CFU <100 CFU 25°C
20°Caz25°C 30°Caz35°C 30°Caz35°C <5 dni
5az7 dni <5 dni <5 dni
alebo kym sa MPN: nepouzije
nedosiahne sa
dobra
sporulacia
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Tabul’ka 2.6.12.-2. — Bezné neutralizacné ldatky pre interferujiice latky

Interferujuca latka Potencidlna neutralizacna metéda
Glutaraldehyd, organické zluceniny ortuti Hydrogensiri¢itan sodny (natriumbisulfit)
Fenolové zlugeniny, etanol, aldehydy, sorbat Riedenie

Aldehydy Glycin

Kvartérne amoniové zluceniny (QACs), Lecitin

parahydroxybenzoaty (parabeny), bis-biguanidy

QAGCs, jod, parabeny Polysorbat

Organické zluceniny ortuti Tioglykolat

Organické zlu€eniny ortuti, halogény, aldehydy Tiosiran

EDTA (edetat) Mg”* alebo Ca** iony

Ak sa nendjde ziadna vhodna neutralizacna metdda, da sa predpokladat’, Ze neschopnost’ izolovat’
inokulovany mikroorganizmus mozno pripisat’ mikrobicidnej aktivite produktu. Tato informacia naznacuje, ze
produkt pravdepodobne nie je kontaminovany danym druhom mikroorganizmu. Mozné vsak je, ze produkt
inhibuje len niektoré mikroorganizmy $pecifikované v tejto stati, ale neinhibuje tie, ktoré nie su zaradené medzi
testovacimi kmenimi alebo pre ktoré nie su testovacie kmene reprezentativne. Vtedy treba vykonat’ skusku s
najvyssim faktorom riedenia, ktoré je zlucitelné s mikrobidlnym rastom a so $pecifickym kritériom prijatel'nosti.

4-5-4. PomnoZenie mikroorganizmu za pritomnosti produktu. Skusky sa vykonaju s kazdym uvedenym
mikroorganizmom zvlast’. Spocitaju sa len pridané mikroorganizmy testovacich kmetiov.

4-5-4-1. Membranova filtrdcia. Pouziju sa membranové filtre s nominalnou velkost'ou pérov najviac 0,45 pum.
Druh filtraéného materialu sa voli tak, aby zlozky skuSanej vzorky neovplyviiovali u¢innost’ zachytavania
baktérii. Na kazdy uvedeny mikroorganizmus sa pouzije jeden membranovy filter.

Vhodné mnozstvo vzorky pripravenej postupom opisanym v odsekoch 4-5-1 az 4-5-3 (najlepsie 1 g produktu
alebo menej, ak sa o¢akava vel’ky poc¢et CFU) sa prenesie na membranovy filter, ihned’ sa prefiltruje a
membranovy filter sa premyje potrebnym objemom riediacej kvapaliny.

Pre uréenie celkového poctu aerdbnych mikrébov (TAMC) sa membranovy filter prenesie na povrch agaru s
enzymatickym hydrolyzatom kazeinu a s6je. Pre urcenie celkového poctu kvasiniek/plesni (TYMC) sa
membranovy filter prenesie na povrch Sabouraudovho agaru s glukézou. Platne sa inkubuji podl'a udajov
uvedenych v tabul’ke 2.6.12.-1. Vyrastené koldnie sa spocitaju.

4-5-4-2. Platiiové metody. Sktsky sa vykonajt s dvojnasobnym poétom kazdej zivnej pody a pouZije sa
priemerna hodnota vysledku.

4-5-4-2-1. Metoda zalievania.

Do kaZzdej Petriho misky s priemerom 9 c¢m sa prida 1 ml vzorky pripravenej postupom opisanym v odsekoch
4-5-1 az 4-5-3 a 15-20 ml agaru s enzymatickym hydrolyzatom kazeinu a s6je alebo Sabouraudovho agaru s
glukozou. Teplota zivnych pdd nesmie byt vyssia ako 45 °C. Pri pouziti va¢Sich Petriho misiek sa mnozstvo
agarovej pody primerane zvysi. Pre kazdy mikroorganizmus uvedeny v tabulke 2.6.12.-1 sa pouZziju najmenej
dve Petriho misky. Platne sa inkubuju podl'a udajov uvedenych v tabul’ke 2.6.12.-1. Z kazdej zivnej pody sa
vypocita aritmeticky priemer po¢tu koldnii a stanovi sa pocet CFU v pdvodnom inokule.

4-5-4-2-2. Metdda povrchového rozotierania.

Do kaZzdej Petriho misky s priemerom 9 c¢cm sa prida 15-20 ml agaru s enzymatickym hydrolyzatom kazeinu
a soje alebo Sabouraudovho agaru s glukézou s teplotou asi 45 °C a nechajt sa stuhnut’. Pri pouziti vacsich
Petriho misiek sa mnozstvo agarovej pody primerane zvysi. Platne sa nechaji vysusit’ v boxe s laminarnym
pradenim vzduchu alebo v termostate. Pre kazdy mikroorganizmus uvedeny v tabul’ke 2.6.12.-1 sa pouziju
najmenej dve Petriho misky. Odmerany objem najmenej 0,1 ml vzorky pripravenej postupom opisanym v
odsekoch 4-5-1 az 4-5-3 sa rozotrie na povrchu zivnej pody. Platne sa inkubujti a stanovi sa pocet CFU
spésobom opisanym v odseku 4-5-4-2-1.
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4-5-4-3. Metoda najpravdepodobnejsieho poctu (MPN). Presnost’ a spravnost metddy MPN je mensia ako
presnost’ a spravnost’ metddy membranovej filtracie alebo platiiovej metody. Nespolahlivé vysledky sa ziskaja
najma pri pocitani plesni. Z tychto dovodov je metéda MPN vyhradena pre vypocet TAMC v situdciach, kde nie
je dostupna ziadna ind metoda. Ak je pouzitie tejto metody odovodnené, postupuje sa takto:

Pripravia sa série najmenej troch postupnych 10-nasobnych riedeni produktu postupom opisanym v odsekoch
4-5-1 a7 4-5-3. Z kazdého riedenia sa pouziju tri vzorky po 1 g alebo 1 ml na inokulaciu troch skimaviek s
obsahom 9 ml az 10 ml enzymatického hydrolyzatu kazeinu a s¢je. Ak treba, do zivnej pddy sa mbze pridat’
povrchovo aktivna latka, napr. polysorbat 80 alebo inaktivator antimikrobialnej latky. Teda, ak sa pripravia tri
riedenia, inokuluje sa devit’ skamaviek.

Vsetky skimavky sa inkubujt najviac 3 dni pri teplote 30 °C az 35 °C. Ak je od¢itanie vysledkov naro¢né
alebo neisté pre povahu skusaného produktu, vyockuje sa do rovnakého bujonu alebo na agar s enzymatickym
hydrolyzatom kazeinu a sdje, nao¢kované zivné pody sa inkubuji 1-2 dni pri tej istej teplote a pouzijh sa takto
ziskané vysledky. Uréi sa najpravdepodobnejsi po¢et mikroorganizmov na gram alebo mililiter skaSaného
produktu z tabulky 2.6.12.-3.

4-6. VYSLEDKY A VYHODNOTENIE

Po overeni vhodnosti metédy membranovej filtracie alebo platiovej metédy sa musi dosiahnut’ priemerny
pocet kazdého testovacieho mikroorganizmu, ktory sa neodlisuje viac ako o faktor 2 od hodnoty kontroly za
nepritomnosti produktu definovanej v odseku 4-5-2. Po overeni vhodnosti metédy MPN vypocitand hodnota z
inokula sa musi nachadzat’ v limitoch 95 % spol'ahlivosti vysledkov dosiahnutych v kontrole.

Ak sa vysSie uvedené kritéria nemoézu dosiahnut’ s jednym alebo viacerymi testovacimi mikroorganizmami
so ziadnou opisanou metddou, na skisanie produktu sa pouZije taka metdoda a podmienky skusky, ktoré sa
najviac priblizuju kritériam.

5. SKUSANIE PRODUKTOV
5-1. MNOZSTVO POUZITE NA SKUSKU
Ak nie je predpisané inak, pouZzije sa 10 g alebo 10 ml skaSaného produktu odobraného s vyssie uvedenymi

preventivnymi opatreniami. Pri skiSani kvapalin alebo tuhych latok vo forme aerosélu sa odoberie 10 obalov. Pri
sku$ani transdermalnych naplasti sa odoberie 10 néaplasti.
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Tabul’ka 2.6.12.-3. — Hodnoty najpravdepodobnejsieho poctu mikroorganizmov (MPN)

(str.7z9)

Pozorované kombinacie po¢tov skamaviek
vykazujucich rast v kazdej sérii MPN na gram L
Pocet gramov alebo mililitrov produktu alebo mil?liter le’lty ?5 %2
p spolahlivosti
v skiimavke produktu
0,1 0,01 0,001
0 0 0 <3 0-9,4
0 0 1 3 0,1-95
0 1 0 3 0,1-10
0 1 1 6,1 1,2-17
0 2 0 6,2 1,2-17
0 3 0 9,4 3,5-35
1 0 0 3,6 0,2-17
1 0 1 7,2 1,2-17
1 0 2 11 4-35
1 1 0 7,4 1,3-20
1 1 1 11 4-35
1 2 0 11 4-35
1 2 1 15 5-38
1 3 0 16 5-38
2 0 0 9,2 1,5-35
2 0 1 14 4-35
2 0 2 20 5-38
2 1 0 15 4-38
2 1 1 20 5-38
2 1 2 27 9-94
2 2 0 21 5-40
2 2 1 28 9-94
2 2 2 35 9-94
2 3 0 29 9-94
2 3 1 36 9-94
3 0 0 23 5-94
3 0 1 38 9-104
3 0 2 64 16-181
3 1 0 43 9-181
3 1 1 75 17-199
3 1 2 120 30-360
3 1 3 160 30-380
3 2 0 93 18-360
3 2 1 150 30-380
3 2 2 210 30-400
3 2 3 290 90-990
3 3 0 240 40-990
3 3 1 460 90-1980
3 3 2 1100 200-4000
3 3 3 > 1100

Sktsana vzorka moze byt mensia, ak ide o lieciva v liekovej forme v tychto podmienkach: mnozstvo v
jednej davkovej jednotke (napr. tableta, kapsula, injekcia) je menSie alebo sa rovna 1 mg, alebo mnozstvo v 1
grame alebo mililitri (lieky, ktoré nie su v davkovych jednotkach) je mensie ako 1 mg. V takychto pripadoch
skuSané mnozstvo nebude mensie ako mnozstvo pritomné v 10 davkovych jednotkach alebo v 10 g alebo 10 ml

produktu.

Pri produktoch pouzivanych ako lieciva, kde je mnozstvo vzorky limitované alebo vel'kost’ Sarze je prilis
mala (napr. menej ako 1 000 ml alebo 1 000 g), skisané mnozstvo by malo predstavovat’ 1 % Sarze, ak nie je

predpisané alebo odovodnené a povolené mensie mnozstvo.
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Pri produktoch, kde je celkové mnozstvo entity tvoriacej $arzu mensie ako 200 (napr. vzorky pouzité na
klinické skusky), velkost’ vzorky sa méze zmensit o 2 jednotky alebo o 1 jednotku, ak je vel'kost’ Sarze mensia
ako 100.

Vzorka sa odoberie ndhodnym spésobom z celkového objemu alebo z dostupnych obalov produktu. Na
ziskanie pozadovaného mnozstva vzorky sa zmie$a obsah dostatoéného poétu obalov.

5-2. SKUSANIE PRODUKTU
5-2-1. Membranova filtracia

Pouzije sa filtraéné zariadenie, ktoré umoziuje prenesenie filtra do Zivnej pody. Pripravi sa vzorka
najvhodnejsim spdsobom opisanym v odseku 4 a jej vhodné mnoZstvo sa prenesie na dva membranové filtre.
Ihned’ sa prefiltruje a kazdy filter sa premyje vhodnym overenym postupom.

Na stanovenie TAMC sa prenesie jeden membranovy filter na povrch agaru s enzymatickym hydrolyzatom
kazeinu a soje. Na stanovenie TYMC sa prenesie druhy membranovy filter na povrch Sabouraudovho agaru s
glukdzou. Platiia s agarom s enzymatickym hydrolyzatom kazeinu a soje sa inkubuje 3-5 dni pri teplote 30 °C az
35 °C a platiia so Sabouraudovym agarom s glukézou 5-7 dni pri teplote 20 °C az 25 °C. Vypocita sa mnozstvo
CFU na gram alebo mililiter produktu.

Pri skusani transdermalnych naplasti sa prefiltruje 10 % objemu pripravenej vzorky postupom opisanym v
odseku 4-5-1 cez dva sterilné membranové filtre zvlast'. Jeden membranovy filter sa prenesie na agar s
enzymatickym hydrolyzatom kazeinu a soje pre stanovenie TAMC a druhy membranovy filter na Sabouraudov
agar s glukézou pre stanovenie TYMC.

5-2-2. Platiiové metody
5-2-2-1. Metoda zalievania

Pripravi sa vzorka vhodnou overenou metédou opisanou v odseku 4. Na kazda zivna podu a na kazdé
riedenie sa pouZziji najmenej 2 Petriho misky. Platne s agarom s enzymatickym hydrolyzatom kazeinu a sdje sa
inkubuju 3-5 dni pri teplote 30 °C az 35 °C a platne so Sabouraudovym agarom s gluk6zou 5-7 dni pri teplote 20
°C az 25 °C. Vyberu sa platne zodpovedajliice danému riedeniu, v ktorom vykazuju najvacsi pocet kolonii, v
pripade TAMC menej ako 250 a v pripade TYMC menej ako 50. Z kazdej zivnej pddy sa vypocita aritmeticky
priemer poc¢tu kolonii a stanovi sa po¢et CFU na gram alebo mililiter produktu.

5-2-2-2. Metoda rozotierania

Pripravi sa vzorka vhodnou overenou metédou opisanou v odseku 4. Na kazda zivna podu a na kazdé
riedenie sa pouZziji najmenej 2 Petriho misky. Inkubacia a vypocet mnozstva CFU sa vykona postupom
opisanym pri metode zalievania.
5-2-3. Metéda najpravdepodobnejSieho poctu

Vzorka sa pripravi a nariedi vhodnou overenou metédou opisanou v odseku 4. Vsetky skimavky sa
inkubujt 3-5 dni pri teplote 30 °C az 35 °C. Ak treba, vyoCkuje sa vhodnym overenym postupom. Z kazdého

riedenia sa zaznamend pocet skimaviek, ktoré vykazuji mikrobialny rast. Stanovi sa najpravdepodobnejsi pocet
mikroorganizmov na gram alebo mililiter ski$aného produktu z tabulky 2.6.12.-3.
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5-3. VYHODNOTENIE VYSLEDKOV

Celkovy pocet aerobnych mikrobov (TAMC) sa povazuje za rovnaky ako pocet CFU zisteny na agare s
enzymatickym hydrolyzatom kazeinu a soje; ak sa zistia kolonie huib na tomto agare, pocitaji sa medzi TAMC.
Celkovy pocet kvasiniek/plesni (TYMC) sa povazuje za rovnaky ako pocet CFU zisteny na Sabouraudovom
agare s glukozou, ak sa zistia kolonie baktérii na tomto agare, po¢itaji sa medzi TYMC. Tam, kde sa da
predvidat’, ze TYMC prekroc¢i kritérium prijatel'nosti kvoli bakteridlnemu rastu, mdéze sa pouzit’ Sabouraudov
agar s glukdzou a antibiotikami. Ak sa pocitanie vykonava metédou MPN, vypocitand hodnota je TAMC.

Ak je predpisané kritérium prijatelnosti pre mikrobiologicku kvalitu, vyjadruje sa takto:
— 10" CFU: najvyssi prijatelny pocet = 20;
— 10% CFU: najvyssi prijatelny pocet = 200;
—10% CFU: najvyssi prijatelny pocet = 2000, atd'.

Odporucané roztoky a zivné pody sa opisujii vo vSeobecnej Stati 2.6.13.
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] Ph. Eur. 6.5 ¢l. 07/2009:20613
2.6.13. MIKROBIOLOGICKE HODNOTENIE NESTERILNYCH PRODUKTOV:
DOKAZ SPECIFICKYCH MIKROORGANIZMOV

1.UVOD

Skuskami opisanymi d’alej sa zist'uje nepritomnost’ alebo obmedzeny vyskyt Specifickych
mikroorganizmov, ktoré mézu byt detegované za opisanych podmienok.

Tieto skiky s zamerané predovetkym na zistenie, ¢i latka alebo produkt vyhovuje stanovenej $pecifikacii
pre mikrobiologicku kvalitu. Ak sa pouZiji na tieto udely, treba sledovat’ d’alej uvedené pokyny, vratane poctu
vzoriek, ktoré sa maju odobrat, a vyhodnotenia vysledkov, ako je uvedené d’ale;.

Alternativne mikrobiologické postupy, vratane automatizovanych metod, sa mézu pouzit’ za predpokladu, Ze
bola preukazana ich zhoda s liekopisnou metédou.

2. VSEOBECNE POSTUPY
Priprava vzoriek sa vykonava postupom opisanym vo vSeobeCnom ¢lanku 2.6.12.

Ak ma sktsany produkt antimikrobialnu aktivitu, tato sa musi vylagit’ alebo neutralizovat’ podl’a moznosti
na najvyssiu mieru postupom opisanym vo vSeobecnom ¢lanku 2.6.12.

Ak sa na pripravu vzorky pouziju povrchovo aktivne latky, musi sa dokazat’ ich neskodnost’ pre
mikroorganizmy a ich kompatibilita s pouZzitymi inaktivatormi postupom opisanym vo v§eobecnom ¢lanku
2.6.12.

3. RASTOVE A INHIBICNE VLASTNOSTI ZIVNYCH POD, VHODNOST SKUSKY A NEGATIVNA
KONTROLA

Musi sa preukazat’ schopnost’ skisky detegovat’ mikroorganizmy za pritomnosti skisaného produktu.
Vhodnost’ sa musi potvrdit’ pri kazdej zmene skisobného postupu alebo produktu, ktora by mohla vysledok
skasky ovplyvnit.

3-1. PRIPRAVA TESTOVACICH KMENOV

Pouziju sa Standardizované stabilné suspenzie testovacich kmenov alebo sa pripravia d’alej uvedenym
postupom. Naoc¢kované kultry sa udrzuji takym systémom kultivacie, aby zivé mikroorganizmy pouZzité na
inokulaciu neboli viac ako 5-krat pasazované z pévodného primarneho inokula.

3-1-1. Aerobne mikroorganizmy. Bakterialne testovacie kmene sa kultivuji oddelene v enzymatickom
hydrolyzate kazeinu a soje alebo na agare s enzymatickym hydrolyzatom kazeinu a soje 18 h az 24 h pri teplote
30 °C az 35 °C. Candida albicans sa kultivuje oddelene v Sabouraudovom bujone s gluk6zou alebo na
Sabouraudovom agare s gluk6zou 2 az 3 dni pri teplote 20 °C az 25 °C.

— Staphylococcus aureus, napr. ATCC 6538, NCIMB 9518, CIP 4.83 alebo NBRC 13276;

— Pseudomonas aeruginosa, napr. ATCC 9027, NCIMB 8626, CIP 82.118 alebo NBRC 13275;

— Escherichia coli, napr. ATCC 8739, NCIMB 8545, CIP 53.126 alebo NBRC 3972;

— Salmonella enterica subsp. enterica sérovar Typhimurium, napr. ATCC 14028 alebo ako alternativa
Salmonella enterica subsp. enterica sérovar Abony, napr. NBRC 100797, NCTC 6017 alebo CIP 80.39;

— Candida albicans, napr. ATCC 10231, NCPF 3179, IP 48.72 alebo NBRC 1594.

Na pripravu testovacich suspenzii sa pouzije tlmivy roztok chloridu sodného s peptonom s pH 7,0 alebo
tlmivy fosfore¢nanovy roztok s pH 7,2. Suspenzie sa pouziji do 2 h alebo 24 h, ak sa uchovavaju pri teplote 2 °C
az 8 °C.
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3-1-2. Klostridie. PouZije sa Clostridium sporogenes, napr. ATCC 11437 (NBRC 14293, NCIMB 12343, CIP
100651) alebo ATCC 19404 (NCTC 532 alebo CIP 79.03) alebo NBRC 14293. Testovaci kmen klostridii sa
kultivuje za anaerobnych podmienok v obohatenej zivnej pode pre klostridie 24 h az 48 h pri teplote 30 °C az 35
°C. Namiesto pripravy a nasledného riedenia Cerstvej suspenzie vegetativnych buniek Cl. sporogenes sa ha
inokulaciu méze alternativne pouzit’ stabilna sporova suspenzia, ktora sa uchovava pri teplote 2 °C az 8 °C pocas
doby platnosti.

3-2. NEGATIVNA KONTROLA

Na overenie podmienok skusky sa vykond negativna kontrola s pouzitim zvolenej riediacej kvapaliny
namiesto skusaného produktu. Nesmie sa prejavit’ rast mikroorganizmov. Negativna kontrola sa vykona aj pri
skusani produktov postupom opisanym v odseku 5. Nevyhovujica negativna kontrola vyzaduje d’alsie skiimanie.

3-3. RASTOVE A INHIBICNE VLASTNOSTI ZIVNYCH POD

Skusa sa kazda Sarza hotovej zivnej pody a kazda Sarza Zivnej pody pripravenej bud’ zo susenej zivnej pody
alebo z predpisanych zloziek. Overia sa potrebné vlastnosti prislusnych zivnych pod podla tabulky 2.6.13.-1.

Skuska na rastove vlastnosti kvapalnych zivnych pod: ¢ast vhodnej zivnej pody sa inokuluje malym mnozstvom
(najviac 100 CFU) vhodného mikroorganizmu. Inkubuje sa pri Specifikovanej teplote po dobu, ktord neprekroci
najkrat§iu dobu Specifikovanu v skuske. Prejavi sa zretelny rast mikroorganizmov porovnatel'ny s rastom
ziskanym na vopred odskuSanej a povolenej $arzi zivnej pody.

Skuska na rastove viastnosti pevnych zivnych pod: metdodou povrchového rozotierania sa inokuluje kazda platia
malym mnozstvom (najviac 100 CFU) vhodného mikroorganizmu. Inkubuje sa pri $pecifikovanej teplote po
dobu, ktora neprekro¢i najkrat$iu dobu $pecifikovanu v skaske. Prejavi sa zretel'ny rast mikroorganizmov
porovnatelny s rastom ziskanym na vopred odskiiSanej a povolenej Sarzi Zivnej pody.

Skiiska na inhibicné viastnosti kvapalnych a pevnych Zivnych péd: vhodna zivna poda sa inokuluje najmenej 100
CFU vhodného mikroorganizmu. Inkubuje sa pri $pecifikovanej teplote po dobu, ktora neprekroci najkratsiu
dobu $pecifikovanu v sktske. Neprejavi sa rast testovacich mikroorganizmov.

Skuska na dokazné viastnosti: metddou povrchového rozotierania sa inokuluje kazda platha malym mnozstvom
(najviac 100 CFU) vhodného mikroorganizmu. Inkubuje sa pri $pecifikovanej teplote v ¢asovom rozpéti
predpisanom v sktske. Kolonie su na vzhl'ad a dokazné reakcie porovnatel'né s reakciami ziskanymi na vopred
odskusanej a povolenej $arzi zivnej pody.
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Tabulka 2.6.13.-1 — Rastové, inhibicné a dokazné viastnosti Zivnych pod
Zivna poda Vlastnosti Testovacie
kmene
Skuiska na ZI¢ tolerujice Mosselov bujon obohateny pre Podporujice rast E. coli
gramnegativne baktérie enterobaktérie P. aeruginosa
Inhibi¢né S. aureus
Agar s krystalovou violetou, Podporujtce rast E. coli
neutralnou éervetou, zl¢ovymi + dokazné P. aeruginosa

sol'ami a gluk6zou

Skuska na Escherichia
coli

MacConkeyov bujon Podporujiice rast E. coli
Inhibi¢né S. aureus
MacConkeyov agar Podporujtce rast E. coli
+ dokazné

Skuska na Salmonella

Obohateny bujon pre Salmonella
Rappaport Vassiliadis

Podporujice rast

Salmonella enterica
subsp. enterica sérovar
Typhimurium alebo
Salmonella enterica
subsp. enterica sérovar

Abony
Inhibi¢né S. aureus
Deoxycholatovy agar so xylozou a Podporujtice rast Salmonella enterica
lyzinom + dokazné subsp. enterica sérovar

Typhimurium alebo
Salmonella enterica
subsp. enterica sérovar

Abony
Skuska na Pseudomonas Cetrimidovy agar Podporujice rast P. aeruginosa
aeruginosa Inhibi¢né E. coli
Skuska na Agar s manitolom Podporujtce rast S. aureus
Staphylococcus aureus + dokazné
Inhibi¢né E. coli

Skuska na klostridie

Obohatena zivna poda pre klostridie

Podporujiice rast

Cl. sporogenes

Kolumbia agar

Podporujiice rast

Cl. sporogenes

Skuska na Candida
albicans

Sabouraudov bujén s glukézou

Podporujiice rast

C. albicans

Sabouraudov agar s glukézou

Podporujtce rast
+ dokazné

C. albicans

3-4. VHODNOST SKUSOBNEJ METODY

Z kazdého skusaného produktu sa pripravi vzorka postupom opisanym v odseku 4. Kazdy testovaci kmer sa
prida za mieSania do predpisanej zivnej pody. Inokuluje sa kazdy testovaci kmen zvlast. Pouzije sa mnozstvo
mikroorganizmov, ktoré zodpoveda najviac 100 CFU v inokulovanom skii§anom pripravku.

Vykona sa sktska postupom opisanym v prislusnom odseku 4 a inkubuje sa po najkratsiu predpisanu dobu.

Specifikované mikroorganizmy sa musia preukazat’ dokaznymi reakciami opisanymi v odseku 4.

Antimikrobialna aktivita produktu si vyzaduje zmenu skiiSobného postupu (pozri odsek 4-5-3 vo

v§eobecnom ¢lanku 2.6.12).

V pripade, Ze antimikrobialnu aktivitu daného produktu voci predpisanému mikroorganizmu nie je mozné
neutralizovat’, predpoklada sa, Ze inhibovany mikroorganizmus nie je v produkte pritomny.

4. SKUSANIE PRODUKTOV

4-1. 7ZLC TOLERUJUCE GRAMNEGATIVNE BAKTERIE

4-1-1. Priprava vzorky a predinkubacia. Pripravi sa vzorka najmenej 1 g skaSaného produktu s pouZitim
riedenia 1 v 10 postupom opisanym vo vSeobecnom ¢lanku 2.6.12, ale s pouzitim enzymatického hydrolyzatu
kazeinu a soje ako riediacej kvapaliny; premiesa sa a inkubuje pri teplote 20 °C az 25 °C dostatoc¢ne dlhu dobu
na ozivenie baktérii, ale nie na ich pomnozenie (zvycajne 2 h, ale najviac 5 h).

4-1-2. Skdska na nepritomnost’. Ak nie je predpisané inak, pouzije sa objem zodpovedajuci 1 g skiiSaného
produktu pripraveného podl'a odseku 4-1-1 na inokuldciu Mosselovho bujonu obohateného pre enterobaktérie.
Inkubuje sa 24 h az 48 h pri teplote 30 °C az 35 °C. Vyockuje sa na platne s agarom s krystalovou violetou,
neutralnou Cervenou, zICovymi solami a glukézou. Inkubuje sa 18 h az 24 h pri teplote 30 °C az 35 °C.

Skusany produkt vyhovuje skuske, ak sa neprejavil rast kolonii opisanych druhov.
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4-1-3. Kvantitativna skaska

4-1-3-1. Vyber a subkultivacia. Vhodné mnozstvo Mosselovho bujonu obohatené¢ho pre enterobaktérie sa
inokuluje vzorkou pripravenou postupom opisanym v odseku 4-1-1 alebo jej riedeniami, ktoré obsahuji 0,1 g,
0,01 ga 0,001 g (alebo 0,1 ml, 0,01 ml a 0,001 ml) skasaného produktu. Inkubuje sa 24 h az 48 h pri teplote 30
°C az 35 °C. Kazda kultara sa vyockuje na agar s kryStalovou violet'ou, neutralnou ¢erveilou, zlcovymi solami a
glukozou. Inkubuje sa 18 h az 24 h pri teplote 30 °C az 35 °C.

4-1-3-2. Vyhodnotenie. Rast kolonii sa hodnoti ako pozitivny vysledok. Zaznamena sa najmensie mnoZstvo

2 sa ur¢i pravdepodobny pocet baktérii.

Tabulka 2.6.13.-2 — Vyhodnotenie vysledkov

Vysledky pre kazdé mnoZstvo produktu Pravdepodobny pocet baktérii
0,1g 0,01¢g 0,001 g na gram alebo mililiter
alebo 0,1 ml alebo 0,01 ml alebo 0,001 ml produktu
+ + + > 103
+ + - <10%3a>10°
+ - - <10%a>10
_ _ — <10

4-2. ESCHERICHIA COLI

4-2-1. Priprava vzorky a predinkubacia. Pripravi sa vzorka najmenej 1 g skisaného produktu s pouzitim
riedenia 1 v 10 postupom opisanym vo v§eobecnom ¢lanku 2.6.12 a pouZije sa 10 ml alebo mnozZstvo
zodpovedajuce 1 g alebo 1 ml na inokulaciu vhodného mnozstva (uréeného postupom opisanym v odseku 3-4)
enzymatického hydrolyzatu kazeinu a soje, premiesa sa a inkubuje 18 h az 24 h pri teplote 30 °C az 35 °C.

4-2-2. Vyber a subkultivacia. Nadoba sa pretrepe, 1 ml enzymatického hydrolyzatu kazeinu a soje sa prenesie
do 100 ml MacConkeyovho bujonu a inkubuje sa 24 h az 48 h pri teplote 42 °C az 44 °C. Vyockuje sa na platiiu
s MacConkeyovym agarom a inkubuje sa 18 h az 72 h pri teplote 30 °C az 35 °C.

4-2-3. Vyhodnotenie. Rast kolonii indikuje moznu pritomnost’ E. coli. Potvrdi sa to skiiskami totoznosti.

Skusany produkt vyhovuje skuske, ak sa neprejavil rast kolonii opisanych druhov alebo ak su potvrdzujtce
skusky totoznosti negativne.

4-3. SALMONELLA

4-3-1. Priprava vzorky a predinkubacia. Pripravi sa skasany produkt postupom opisanym vo v§eobecnom
¢lanku 2.6.12 a pouzije sa mnozstvo zodpovedajuce najmenej 10 g alebo 10 ml na inokulaciu vhodného
mnozstva (uréeného postupom opisanym v odseku 3-4) enzymatického hydrolyzatu kazeinu a soje, premiesa sa a
inkubuje 18 h az 24 h pri teplote 30 °C az 35 °C.

4-3-2. Vyber a subkultivacia. 0,1 ml enzymatického hydrolyzatu kazeinu a soje sa prenesie do 10 ml
obohateného bujonu pre Salmonella Rappaport Vassiliadis a inkubuje sa 18 h az 24 h pri teplote 30 °C az 35 °C.
Vyocékuje sa na platiiu s deoxycholatovym agarom so xylézou a lyzinom a inkubuje sa 18 h az 48 h pri teplote 30
°Caz 35 °C.

4-3-3. Vyhodnotenie. Rast dobre vyvinutych ¢ervenych kolonii s ¢iernym stredom alebo bez neho indikuje
moznu pritomnost’ Salmonella. Potvrdi sa to skiiskami totoznosti.

Skusany produkt vyhovuje skuske, ak sa neprejavil rast kolonii opisanych druhov alebo ak st potvrdzujuce
skusky totoznosti negativne.
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4-4, PSEUDOMONAS AERUGINOSA

4-4-1. Priprava vzorky a predinkubacia. Pripravi sa vzorka najmenej 1 g skasaného produktu s pouZitim
riedenia 1 v 10 postupom opisanym vo vSeobecnom ¢lanku 2.6.12 a pouzije sa 10 ml alebo mnoZzstvo
zodpovedajuce 1 g alebo 1 ml na inokulaciu vhodného mnozstva (uréeného postupom opisanym v odseku 3-4)
enzymatického hydrolyzatu kazeinu a soje a premiesa sa. Pri skuSani transdermalnych naplasti sa objem vzorky
zodpovedajuci jednej naplasti pripravenej postupom opisanym vo v§eobecnom ¢lanku 2.6.12 prefiltruje cez
sterilny membranovy filter, ktory sa prenesie do 100 ml enzymatického hydrolyzatu kazeinu a s6je. Inkubuje sa
18 h az 24 h pri teplote 30 °C az 35 °C.

4-4-2. Vyber a subkultivacia. Vyockuje sa na platiu s cetrimidovym agarom a inkubuje sa 18 h az 72 h pri
teplote 30 °C az 35 °C.

4-4-3. Vyhodnotenie. Rast kolonii indikuje mozni pritomnost’ P. aeruginosa. Potvrdi sa to skuskami totoznosti.

Skusany produkt vyhovuje skuske, ak sa neprejavil rast kolonii opisanych druhov alebo ak su potvrdzujtice
skusky totoznosti negativne.

4-5. STAPHYLOCOCCUS AUREUS

4-5-1. Priprava vzorky a predinkubacia. Pripravi sa vzorka najmenej 1 g skaSaného produktu s pouzitim
riedenia 1 v 10 postupom opisanym vo v8eobecnom ¢lanku 2.6.12 a pouzije sa 10 ml alebo mnozstvo
zodpovedajuce 1 g alebo 1 ml na inokulaciu vhodného mnozstva (uréeného postupom opisanym v odseku 3-4)
enzymatického hydrolyzatu kazeinu a soje a premiesa sa. Pri skuSani transdermalnych naplasti sa objem vzorky
zodpovedajuci jednej naplasti pripravenej postupom opisanym vo v§eobecnom ¢lanku 2.6.12 prefiltruje cez
sterilny membranovy filter, ktory sa prenesie do 100 ml enzymatického hydrolyzatu kazeinu a soje. Inkubuje sa
18 h az 24 h pri teplote 30 °C az 35 °C.

4-5-2. Vyber a subkultivacia. Vyockuje sa na platiiu s manitolovym agarom a inkubuje sa 18 h az 72 h pri
teplote 30 °C az 35 °C.

4-5-3. Vyhodnotenie. Rast ZItych alebo bielych kolonii so Zltou zénou indikuje moznu pritomnost’ S. aureus.
Potvrdi sa to skaskami totoznosti.

Skusany produkt vyhovuje skuske, ak sa neprejavil rast kolonii opisanych druhov alebo ak su potvrdzujtce
skusky totoznosti negativne.

4-6. CLOSTRIDIA

4-6-1. Priprava vzorky a tepelna uprava. Pripravi sa vzorka s pouzitim riedenia 1 v 10 (s najmensim celkovym
objemom 20 ml) najmenej s 2 g alebo 2 ml skusaného produktu postupom opisanym vo v§eobecnom ¢lanku
2.6.12. Vzorka sa rozdeli na dve polovice najmenej po 10 ml. Jedna polovica sa zahrieva 10 min pri teplote 80
°C arychlo sa ochladi. Druha polovica sa nezahrieva.

4-6-2. Vyber a subkultivacia. Pouzije sa 10 ml alebo mnozstvo zodpovedajice 1 g alebo 1 ml skiisaného
produktu z kazdej ¢asti na inokulaciu vhodného mnozstva (ur¢eného postupom opisanym v odseku 3-4)
obohatenej zivnej pddy pre klostridie. Inkubuje sa za anaerobnych podmienok 48 h pri teplote 30 °C az 35 °C.
Po inkubacii sa vyockuje z kazdej nadoby na Kolumbia agar a inkubuje sa za anaerdbnych podmienok 48 h az 72
h pri teplote 30 °C az 35 °C.

4-6-3. Vyhodnotenie. Rast anaerobnych ty¢iniek (s endosporami alebo bez nich), ktoré davaji negativinu
katalazovi reakciu, indikuje pritomnost’ klostridii. Potvrdi sa to skiiskami totoznosti.

Skusany produkt vyhovuje skuske, ak sa neprejavil rast kolonii opisanych druhov alebo ak st potvrdzujice
skusky totoznosti negativne.
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4-7. CANDIDA ALBICANS

4-7-1. Priprava vzorky a predinkubacia. Pripravi sa skasany produkt postupom opisanym vo v§eobecnom
¢lanku 2.6.12 a pouzije sa 10 ml alebo mnozstvo zodpovedajuce najmenej 1 g alebo 1 ml na inokulaciu 100 ml

Sabouraudovho bujonu s glukdzou a premiesa sa. Inkubuje sa 3 az 5 dni pri teplote 30 °C az 35 °C.

4-7-2. Vyber a subkultivacia. Vyockuje sa na platiiu so Sabouraudovym agarom s glukézou a inkubuje sa 24 h
az 48 h pri teplote 30 °C az 35 °C.

4-7-3. Vyhodnotenie. Rast bielych kolonii mézZe indikovat’ pritomnost’ C. albicans. Potvrdi sa to skaskami
totoznosti.

Skusany produkt vyhovuje skuske, ak sa neprejavil rast kolonii opisanych druhov alebo ak st potvrdzujice
skusky totoznosti negativne.

Nasledujuca stat’ je uvedend pre informadciu.

5. ODPORUCANE ROZTOKY A ZIVNE PODY

Nasledujuce roztoky a zivné pody sa ukazali ako vyhovujice pre vykonanie skiisok na mikrobiologické
hodnotenie predpisanych v liekopise. M6Zu sa pouzit’ aj iné Zivné pddy, ak sa preukazala ich vhodnost'.

Zasobny tlmivy roztok. 34 g dihydrogenfosfore¢nanu draselného sa prenesie do 1 000 ml odmernej banky,
rozpusti sa v 500 ml ¢istenej vody, hodnota pH sa upravi na 7,2 + 0,2 hydroxidom sodnym, zriedi sa ¢istenou

vodou na 1 000,0 ml a premiesa sa. Naplni sa do nadob a vysterilizuje sa. Uchovava sa pri teplote 2 °C az 8 °C.

Tlmivy fosforecnanovy roztok s pH 7,2. Pripravi sa zmes zasobného tlmivého roztoku a ¢istenej vody (1:800
V/IV) a vysterilizuje sa.

Tlmivy roztok chloridu sodného s pepténom s pH 7,0

Dihydrogenfosfore¢nan draselny 360

Hydrogenfosfore¢nan sodny, dihydrat 7,2 g, zodpoveda 0,067 mol/l
fosfore¢nanov

Chlorid sodny 43¢

Pepton (médsovy alebo kazeinovy) 1049

Cistend voda 1 000 ml

Sterilizuje sa v autoklave s pouzitim validovaného cyklu.

Enzymaticky hydrolyzat kazeinu a séje

Pankreaticky hydrolyzat kazeinu 17,09
Papaicky hydrolyzat soje 3090
Chlorid sodny 500
Hydrogenfosforecnan draselny 259
D-Glukoéza, monohydrat 2540
Cistena voda 1000 ml

Hodnota pH sa upravi tak, aby bola po sterilizacii 7,3 £ 0,2 pri teplote 25 °C. Sterilizuje sa v autoklave s
pouzitim validovaného cyklu.
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Agar s enzymatickym hydrolyziatom kazeinu a séje

Pankreaticky hydrolyzat kazeinu 15,09
Papaicky hydrolyzat soje 500
Chlorid sodny 5090
Agar 15049
Cistena voda 1 000 ml

Hodnota pH sa upravi tak, aby bola po sterilizacii 7,3 = 0,2 pri teplote 25 °C. Sterilizuje sa v autoklave s
pouzitim validovaného cyklu.

Sabouraudov agar s glukézou

Glukoza 40,09
Zmes peptického hydrolyzatu zivocisneho
tkaniva a pankreatického hydrolyzatu

kazeinu (1:1) 10,0 g
Agar 15049
Cistena voda 1000 ml

Hodnota pH sa upravi tak, aby bola po sterilizacii 5,6 0,2 pri teplote 25 °C. Sterilizuje sa v autoklave s
pouzitim validovaného cyklu.

Zemiakovy agar s glukézou

Zemiakovy odvar 2009
Glukoza 20,09
Agar 15,09
Cistena voda 1000 ml

Hodnota pH sa upravi tak, aby bola po sterilizacii 5,6 = 0,2 pri teplote 25 °C. Sterilizuje sa v autoklave s
pouzitim validovaného cyklu.

Sabouraudov bujon s gluk6zou

Glukoza 20,0¢g
Zmes peptického hydrolyzatu zivocisneho

tkaniva a pankreatického hydrolyzatu

kazeinu (1:1) 10,0 g
Cistend voda 1000 ml

Hodnota pH sa upravi tak, aby bola po sterilizacii 5,6 = 0,2 pri teplote 25 °C. Sterilizuje sa v autoklave s
pouzitim validovaného cyklu.

Mosselov bujon obohateny pre enterobaktérie

Pankreaticky hydrolyzat Zelatiny 10,0 g
D-glukéza, monohydrat 509
Susend hovédzia zI¢ 20,09
Dihydrogenfosforecnan draselny 2049
Hydrogenfosforecnan sodny, dihydrat 809
Briliantova zelen 15 mg
Cistena voda 1000 ml

Hodnota pH sa upravi tak, aby bola po sterilizacii 7,2 + 0,2 pri teplote 25 °C. Zahrieva sa 30 min pri teplote
100 °C a ihned’ sa ochladi.
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Agar s kryStalovou violet’ou, neutralnou ¢erveiiou, ZIcovymi soPami a glukézou

Kvasni¢ny autolyzat 3090
Pankreaticky hydrolyzat zelatiny 7,09
Z1&ové soli 15¢g
Chlorid sodny 5049
D-Glukéza, monohydrat 10,09
Agar 15049
Neutralna cerven 30 mg
Krystalova violet 2mg
Cistena voda 1000 ml

Hodnota pH sa upravi tak, aby bola po zahriati 7,4 + 0,2 pri teplote 25 °C. Zahrieva sa do teploty varu;

nesmie sa zahrievat’ v autoklave.

MacConkeyov bujén
Pankreaticky hydrolyzat zelatiny 20,09
Lakt6za, monohydrat 1009
SuSena hovidzia ZI¢ 50¢
Bromkrezolovy purpur 10 mg
Cisten4 voda 1 000 ml

Hodnota pH sa upravi tak, aby bola po sterilizacii 7,3 £ 0,2 pri teplote 25 °C. Sterilizuje sa v autoklave s

pouzitim validovaného cyklu.

MacConkeyov agar

Pankreaticky hydrolyzat zelatiny 17,09
Peptdén (médsovy a kazeinovy) 3090
Laktéza, monohydrat 10,049
Chlorid sodny 509
ZI&ové soli 159
Agar 1359
Neutralna Cerven 30,0 mg
Krystalova violet 1mg
Cistena voda 1 000 ml

Hodnota pH sa upravi tak, aby bola po sterilizacii 7,1 £+ 0,2 pri teplote 25 °C. Vari sa 1 min za staleho
miesania a potom sa sterilizuje v autoklave s pouzitim validovaného cyklu.

Obohateny bujon pre Salmonella Rappaport Vassiliadis

Soéjovy pepton 45¢
Chlorid horecnaty, hexahydrat 29,0g
Chlorid sodny 80g¢g
Fosforecnan draselny 0,449
Dihydrogenfosforecnan draselny 0,649
Malachitova zelen 0,036 g
Cistena voda 1000 ml

Zlozky sa miernym zahrievanim rozpustia. Sterilizuje sa v autoklave s pouzitim validovaného cyklu pri
teplote neprevysujucej 115 °C. Hodnota pH ma byt’ 5,2 £ 0,2 pri teplote 25 °C po zahrievani a autoklavovani.
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Deoxycholatovy agar so xylézou a lyzinom

Xyloza

L-Lyzin

Lakt6za, monohydrat
Sacharéza

Chlorid sodny
Kvasni¢ny autolyzat
Fenolova cerven
Agar
Natriumdeoxycholat
Tiosiran sodny
Citronan amoénno-zelezity
Cistend voda

(str.9z 10)

3590
5049
7549
7549
5049
3049
80 mg
1359
2,590
6,89
08¢
1 000 mi

Hodnota pH sa upravi tak, aby bola po zahrievani 7,4 + 0,2 pri teplote 25 °C. Zahrieva sa do teploty varu,
ochladi sa na teplotu 50 °C a vyleje sa do Petriho misiek. Nesmie sa zahrievat’ v autoklave.

Cetrimidovy agar

Pankreaticky hydrolyzat zelatiny
Chlorid hore¢naty

Siran draselny

Cetrimid

Agar

Cisten4 voda

Glycerol

200g

149

10,09

0,39

1364

1 000 ml
10,0 ml

Zahrieva sa 1 min za staleho mieSania do teploty varu. Hodnota pH sa upravi tak, aby bola po sterilizacii 7,2
+ 0,2 pri teplote 25 °C. Sterilizuje sa v autoklave s pouzitim validovaného cyklu.

Agar s manitolom

Pankreaticky hydrolyzat kazeinu
Pepticky hydrolyzat Zivo¢isneho tkaniva
Hovédzi odvar koncentrovany
D-Manitol

Chlorid sodny

Agar

Fenolova Cerven

Cistena voda

5049
5049
1049
10,0 ¢
75049
15,09
0,025¢g
1000 mi

Zahrieva sa | min za staleho mieSania do teploty varu. Hodnota pH sa upravi tak, aby bola po sterilizacii 7,4
+ 0,2 pri teplote 25 °C. Sterilizuje sa v autoklave s pouzitim validovaného cyklu.

Obohatena Zivna péda pre Kklostridie

Hovédzi odvar koncentrovany
Pepton

Kvasni¢ny autolyzat
Rozpustny Skrob

D-Glukdza, monohydrat
Cysteiniumchlorid

Chlorid sodny

Octan sodny

Agar

Cistena voda
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Agar sa necha hydratovat’ v istenej vode a za staleho mieSania sa rozpusti zahriatim do teploty varu. Ak
treba, upravi sa hodnota pH tak, aby bola po sterilizacii 6,8 £ 0,2 pri teplote 25 °C. Sterilizuje sa v autoklave s

pouzitim validovaného cyKlu.

Kolumbia agar

Pankreaticky hydrolyzat kazeinu 10,09
Pepticky hydrolyzat mésa 5090
Pankreaticky hydrolyzat srdca 3090
Kvasni¢ny autolyzat 5090
Kukuri¢ny skrob 10¢9
Chlorid sodny 5049
Agar, podl'a gelifikacnej schopnosti 10,0az 15,0 g
Cistend voda 1000 ml

Agar sa necha hydratovat’ v ¢istenej vode a za staleho mieSania sa rozpusti zahriatim do teploty varu. Ak
treba, upravi sa hodnota pH tak, aby bola po sterilizacii 7,3 £ 0,2 pri teplote 25 °C. Sterilizuje sa v autoklave s
pouzitim validovaného cyklu. Ochladi sa na teplotu 45 °C az 50 °C; ak treba, prida sa gentamiciniumsulfat v
mnozstve zodpovedajucom 20 mg gentamicinu a vyleje sa do Petriho misiek.
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Ph. Eur. 6.3 ¢1. 01/2009:50104

5.1.4. MIKROBIOLOGICKA KVALITA NESTERILNYCH LIEKOV A LATOK
NA FARMACEUTICKE POUZITIE

Pritomnost’ niektorych mikroorganizmov v nesterilnych lieckoch méze potencidlne redukovat’ alebo dokonca
inaktivovat’ terapeuticku aktivitu licku a moéze mat potencidlne nepriaznivé ucinky na zdravie pacienta.
Vyrobcovia preto musia zabezpec€it’ nizku biozat'az finalnych liekovych foriem uplatnenim aktualnych smernic o
Spravnej vyrobnej praxi poc¢as vyroby, skladovania a distribtcie farmaceutickych produktov.

Mikrobiologické sktsanie nesterilnych produktov sa vykonava metdodami uvedenymi vo vSeobecnych
statiach 2.6.12 a 2.6.13. Kritéria prijatel'nosti pre nesterilné farmaceutické produkty zaloZené na celkovom pocéte
aerobnych mikrébov (TAMC) a celkovom pocte kvasiniek a hib (TYMC) st uvedené v tabulkach 5.1.4-1 a
5.1.4-2. Kritérid prijatel'nosti si zaloZzené na individualnych vysledkoch alebo na priemernom pocte vysledkov
opakovanych skusok, ak sa vykonalo séitanie po opakovanych skiiskach (napr. priame platiiové metody).

Ak je predpisané kritérium prijatel'nosti pre mikrobiologicku kvalitu, hodnoti sa takto.

— 10" CFU: najvyssi prijatelny poget = 20;
— 10% CFU: najvyssi prijatelny pocet = 200;
—10% CFU: najvyssi prijatelny pocet = 2 000, atd’.

Tabulka 5.1.4.-1 obsahuje zoznam $pecifickych mikroorganizmov, pre ktoré boli kritéria prijatel'nosti
uréené. To nutne neznamend, Ze zoznam je Uplny a pre dany produkt moéze byt potrebné vykonat’ skisku na iné
mikroorganizmy v zavislosti od povahy vychodiskového materialu a vyrobného procesu.

Ak sa ukaze, ze ziadnou z predpisanych skiiSok sa neziska platny pocet mikroorganizmov na predpisanej
urovni, pouzije sa validovana metoda, ktorej limit detekcie sa najviac priblizuje ku kritériu prijateI'nosti.

Okrem mikroorganizmov uvedenych v tabul'ke 5.1.4.-1 sa vyznam inych zistenych mikroorganizmov
posudzuje z hl'adiska:

— pouzitia produktu: riziko sa meni podl’a miesta aplikacie (oko, nos, dychacie cesty);

— povahy produktu: jeho schopnost’ podporovat’ rast, pritomnost’ vhodnych antimikrobidlnych latok;
— spdsobu podania;

— zamy$laného obalu: riziko sa méze lisit’ v pripade novorodencov, deti, oslabenych;

— pouzitia imunosupresivnych liekov, kortikosteroidov;

— pritomnosti choroby, ran, poS§kodenia organov.

Kde je to odovodnené, hodnotenie ddlezitych faktorov zaloZené na riziku riadi persondl so Specializovanym
kurzom v mikrobiologii s vykladom mikrobiologickych tdajov. Pri hodnoteni vychodiskovych materidlov sa
berie do uvahy proces, ktorému bol produkt vystaveny, sucasna technologia skiiSania a dostupnost’ materialov
pozadovanej kvality.
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Tabulka 5.1.4.-1. — Kritéria prijatelnosti pre mikrobiologicku kvalitu nesterilnych liekovych foriem

Miesto aplikacie TAMC TYMC Specifické
(CFU/g alebo CFU/mI) (CFU/g alebo CFU/mI) mikroorganizmy
Lieky bez obsahu vody na 10° 10? Nepritomnost’ Escherichia coli
peroralne pouzitie (1 galebo1ml)
Lieky s obsahom vody na 10° 10* Nepritomnost’ Escherichia coli
peroralne pouzitie (1 galebo 1 ml)
Rektalne pouzitie 10° 10°
Orélne pouzitie Nepritomnost’ Staphylococcus
Gingivalne pouzitie aureus (1 g alebo 1 ml)
Dermalne pouzitie 10° 10* Nepritomnost’ Pseudomonas
Nazalne pouZitie aeruginosa (1 g alebo 1 ml)
Podanie do ucha
Nepritomnost’ Pseudomonas
aeruginosa (1 g alebo 1 ml)
Vaginalne pouzitie 10? 10* Nepritomnost’ Staphylococcus
aureus (1 g alebo 1 ml)
Nepritomnost’ Candida albicans
(1 g alebo 1 ml)
Transdermalne naplasti (limity Nepritomnost’ Staphylococcus
pre jednu naplast vratane aureus (1 naplast’)
prilnavej vrstvy a ochrannej 10° 10* Nepritomnost’ Pseudomonas
folie) aeruginosa (1 naplast)
Inhalaéné pouzitie (zvlastne Nepritomnost’ Staphylococcus
poziadavky sa vztahuji na aureus (1 g alebo 1 ml)
kvapalné lieky na 10° 10* Nepritomnost’ Pseudomonas
rozpraSovanie) aeruginosa (1 g alebo 1 ml)
Nepritomnost’ gramnegativnych
zl¢-tolerujucich baktérii (1 g
alebo 1 ml)
Osobitné ustanovenia Ph. Eur. Najviac 10? CFU zI&-
pre peroralne liekové formy s -tolerujucich gramnegativnych
obsahom  latok  prirodného baktérii (1 g alebo 1 ml)
pdvodu (zivocisneho, Nepritomnost’ Salmonella (10 g
rastlinného, mineréalneho), alebo 10 ml)
ktorych antimikrobialna uprava 10* 10° Nepritomnost’ Escherichia coli
nie je technicky mozna a pre (1 galebo 1 ml)
ktoré  kompetentna  autorita Nepritomnost' Staphylococcus
povoli TAMC v pdvodnom aureus (1 g alebo 1 ml)
materiali nad 10° CFU na gram
alebo mililiter
Osobitné ustanovenia Ph. Eur. Najviac 10° CFU Escherichia
pre rastlinné lieky s obsahom coli (pozri Dodatok)
jednej alebo viacerych (1 galebo 1 ml)
rastlinngch ~ drog  (celych,
rozdrobenych alebo Najviac 10° CFU zI¢-
praskovanych): -tolerujucich gramnegativnych
baktérii (1 g alebo 1 ml)
— rastlinné lieky, ktoré sa pred 107 10° Nepritomnost’ Escherichia coli
pouzitim  zalievaji  vriacou (1 galebo 1 ml)
vodou Nepritomnost’ Salmonella (10 g
alebo 10 ml)
— rastlinné lieky, ktoré sa pred 10° 10*
pouzitim nezalievaju vriacou
vodou

Tabulka 5.1.4.-2. — Kritéria prijatelnosti pre mikrobiologickii kvalitu nesterilnych latok
na farmaceutické pouzitie

TAMC TYMC
(CFU/g alebo CFU/ml) (CFU/g alebo CFU/ml)
Latky na farmaceutické pouzitie 10° 10°
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Dodatok:
Osobitné ustanovenie Ph. Eur. pre rastlinné lieky s obsahom jednej alebo viacerych rastlinnych
drog (celych, rozdrobenych alebo praskovanych): kvantitativne stanovenie E. coli

Pouzije sa tento postup.

Priprava vzorky a predinkubacia. Pripravi sa vzorka v 10-ndsobnom riedeni najmenej s 1 g skusaného
produktu postupom opisanym vo v§eobecnom ¢lanku 2.6.12 a pouzijii sa mnozstva zodpovedajuce 0,1 g, 0,01 g
a 0,001 g (alebo 0,1 ml, 0,01 ml a 0,001 ml) na inokulaciu vhodného mnozstva (uréeného postupom opisanym v
odseku 3-4 v§eobecnom ¢lanku 2.6.13) enzymatického hydrolyzatu kazeinu a soje, premiesa sa a inkubuje 18 h
az 24 h pri teplote 30 °C az 35 °C.

Vyber a subkultivacia. Nadoba sa pretrepe, 1 ml enzymatického hydrolyzatu kazeinu a sdje sa prenesie do 100
ml MacConkeyovho bujonu a inkubuje sa 24 h az 48 h pri teplote 42 °C az 44 °C. Vyockuje sa na platiiu
s MacConkeyovym agarom a inkubuje sa 18 h az 72 h pri teplote 30 °C az 35 °C.

Vyhodnotenie. Rast kolonii indikuje moznu pritomnost’ E. coli. Potvrdi sa to skiskami totoznosti.
Zaznamena sa najmensie mnozstvo produktu, ktoré dava pozitivny vysledok a najvaésie mnozstvo, ktoré

dava negativny vysledok.
Ur¢i sa pravdepodobny pocet baktérii z nasledujucej tabul’ky.

Vysledky pre kazdé mnoZstvo produktu Pravdepodobny pocet
baktérii na gram alebo

0,1 galebo 0,1 ml 0,01 g alebo 0,01 ml 0,001 g alebo 0,001 ml mililiter produktu
" T + > 10°
+ + - <10°a>10?
+ — - <10%a>10
_ - - <10
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S metodickym pokynom ¢&. 126/2009 ,, Mikrobiologické hodnotenie nesterilnych liekov
a latok na farmaceutické pouzitie” som sa oboznamil/a:

Meno Funkcia Datum Podpis
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