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N\etody mikrobiologiczne, opisane w Farmako-
pei Polskiej oraz innych obowiazujacych w in-
nych krajach urzedowych spisach lekéw, stosowane
do oceny ilosciowej oraz identyfikacji zanieczyszczen
mikrobiologicznych produktéw leczniczych oraz ro-
dowiska ich wytwarzania sg dtugotrwate, a wyniki nie
sg dostepne przed uptywem okresu inkubacji, ktéry
zwykle wynosi do 14 dni.

Do badan czystosci mikrobiologicznej produktéw
leczniczych poszukiwane sg alternatywne metody
o wysokiej wiarygodnosci, czutosci i gwarantujace
uzyskanie rzetelnego wyniku w krétkim czasie.

Wprowadzenie alternatywnych metod badan do
oceny czystosci mikrobiologicznej produktéw leczni-
czych i srodowiska wytwarzania moze mie¢ wptyw
na obnizenie kosztéw badania, poprawe systemu za-
pewnienia jakosci produktéw farmaceutycznych, ale
przede wszystkim na skrécenie czasu oczekiwania
na wynik. Stosowanie niektérych metod alternatyw-
nych pozwala na uzyskanie wynikéw badan produk-
tow leczniczych w czasie rzeczywistym lub prawie
rzeczywistym, co potencjalnie moze by¢ podstawa
do podjecia wczesniejszych dziatan korygujacych,
jak réwniez zmniejsza¢ okres oczekiwania na zwol-
nienie do obrotu.

Metody alternatywne mogg by¢ wykorzystane do
trzech typéw oznaczen, specyficznych dla badah mi-
krobiologicznych, obejmujacych: badania jakosciowe
dotyczgce obecnosci lub braku okreslonych drobno-
ustrojéw, badania ilosciowe wystepujacych drobno-
ustrojéw oraz identyfikacyjne. Metody te moga by¢
stosowane jako bezposrednie lub posrednie metody
wykrywania mikroorganizmaow.

Jedna z alternatywnych metod oznaczania mikro-
organizméw jest metoda pomiaru bioluminescencji
oparta na zaproponowanym przez Chapelle i Lenin

Possibility of application of DeltaTox® analyzer for

evaluation of microbiological contamination of medicinal

products Quantitative and qualitative methods applied for
evaluation of microbiological contamination described in the
European Pharmacopeia are time-consuming due to the incubation
period, which lasts usually up to 14 days. One of the alternative
methods used for evaluation of microbiological contamination is

the method based on luciferin-luciferase light producing reaction
proposed by Chapelle and Lenin. This reaction requires ATP
(adenosine triphosphate) present in every living cell. The intensity of
bioluminescence measured is directly proportional to ATP amount in
the system and it can be easily recalculated into biomass amount.
The aim of the study was to evaluate the possibility of the DeltaTox®
analyzer application for quantification of microorganisms in medicinal
products samples. The DeltaTox® instrument was designed for

rapid quantification of total viable biomass present in water and for
toxicity testing. Using the DeltaTox®analyzer you can achieve a quick
response in chemical or microbiological contamination of drinking
water tests.
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systemie wykorzystujgcym reakcje lucyferyna/lu-
cyferaza, jako szybka metode detekcji i oznaczania
ilosciowego mikroorganizmoéw [1]. Zjawisko biolu-
minescencji wystepuje w systemach biologicznych,
ktérych funkcjonowanie uwalnia energie w formie
fotonéw Swiatta. Zjawisko to nastepuje na skutek
naturalnych reakcji enzymatycznych zachodzgcych
w roznych organizmach zywych. Badania bioche-
miczne [2, 3] systeméw bioluminescencji wykazaty,
ze emisja Swiatta wynika z aktywacji systemu lu-
cyferyna/lucyferaza (rycina 1). Emitowane Swiatto

829

i@wTom 65-Nnri12 - 2009



VATP

FO@
J@(?%
@(?%
00

N

N

N

N

S

[«e]e)y
j/ D Lucyferyna
(0]
I
C
TSAmMP
D Lucyferyl-AMP
+ PP,
i
C
\
\0 Dioksetanon
+ AMP (sktadnik niestabilny)
o*
Oksylucyferyna*
+CO,

Oksylucyferyna + Foton

J
-

Rycina 1. Schemat aktywacji systemu lucyferyna/lucyferaza

Celem naszych badan

byta ocena mozliwosci
zastosowania analizatora
DeltaTox® do okreslenia
ilosci drobnoustrojow
zawartych w badanych
prébkach produktow
leczniczych. System ten
zostat zaprojektowany do
oceny ilosci zywej biomasy
w wodzie pitnej i Sciekach

oraz do badania toksycznosci.
Stosujac DeltaTox®

mozna otrzymac szybka
odpowiedZ w badaniach
jakosci wody pod katem
skazenia chemicznego

i mikrobiologicznego,
w sytuacji stanowigcej
zagrozenie dla wéd pitnych.
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wyrazone jest we wzglednych jed-
nostkach swiatta (RLU) (ang. relative
light unit). Poziom bioluminescencji
jest wprost proporcjonalny do ilosci
ATP (adenozynotréjfosforan) zawar-
tego w systemie. ATP obecne jest we
wszystkich zywych komérkach. Prze-
cietna zawartos¢ ATP w komoérkach
bakterii stanowi 1 femtogram (fg), tj.
10 g, ale w zaleznosci od stanu fi-
zjologicznego zawartos¢ ATP bakterii
moze sie wahaé w granicach od 1-10
fg. Drozdze i plesnie zawieraja okoto
100 fg, zas komorki somatyczne eu-
kariotyczne 1000 fg [4]. ATP jest do-
brym markerem zywych komérek,
gdyz po ich smierci jest rozktadany
przez enzymy ATP-azy [4]. llosciowe
oznaczenie ATP moze umozliwi¢ szyb-
ka ocene obecnosci mikroorganizméw
w danym produkcie lub na danej po-
wierzchni [5].

Celem naszych badan byta ocena mozliwosci
wykorzystania analizatora DeltaTox® do ilosciowe-
go okreslenia drobnoustrojow zawartych w bada-
nych probkach produktéw leczniczych. System ten
zostat zaprojektowany do oceny ilosci zywej bioma-
sy oraz badania toksycznosci. Uzywajac urzadzenia
DeltaTox® mozna uzyska¢ szybka odpowiedZ w ba-
daniach jakosci wody pod katem skazenia chemicz-
nego i mikrobiologicznego w sytuacji stanowiacej
zagrozenie dla wod pitnych. Pomiar zanieczysz-
czenia mikrobiologicznego polega na pomiarze
Swiatta emitowanego w wyniku reakcji biolumine-
scencji lucyferyna/lucyferaza. Reakcja ta wyma-
ga ATP obecnego w kazdej zywej komaérce. Ilosé
ATP jest wprost proporcjonalna do ilosci biomasy
w probce. llos¢ Swiatta powstajgca w wyniku reak-
cji moze byt doktadnie zmierzona przy uzyciu ana-
lizatora DeltaTox®, a nastepnie przeliczona na ilosé
biomasy w probce.

Materiat i metody

Szczepy bakteryjne:
— Staphylococcus aureus ATCC 6538,
— Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027,
— Escherichia coli ATCC 8739,
— Candida albicans ATCC 16404,
— Salmonella typhimurium CIP 108115 (TA97).

Podtoza hodowlane

Do hodowli szczepéw: S. aureus, P. aeruginosa,
E. coli, C. albicans stosowano podtoza zgodnie z wy-
maganiami zamieszczonymi w Farmakopei Polskiej
(FP) rozdziat 2.6.12., 2.6.13.

Do hodowli S. typhimurium uzyto podtoza bulio-
nowego o sktadzie zaproponowanym przez Maron
i Amesa [6].

0,9% roztwor soli fizjologicznej do wykonania roz-
cienczen zawiesin mikroorganizmaow.

Urzadzenia
Komora laminarna, cieplarki, analizator DeltaTox®,
licznik koloni bakterii.

Przygotowanie préb do badan i przebieg
oznaczenia

Z 18 godzinnych hodowli kazdego badanego drob-
noustroju przygotowano niezalezne zawiesiny:

— bakterii (o gestosci 0,5 w skali McFarlanda lub
0D,,, = 0,1), zawierajace 10® CFU/ml (ang. Colony
Forming Unit — jednostki tworzace kolonie),

— drozdzy C. albicans (zawiesine o gestosci 0,5
w skali McFarlanda lub OD,,, = 0,23), zawieraja-
€3 106 CFU/ml [7, 8],

— mieszanine zawiesin stosowanych szczepow bak-
terii, zmieszanych w réwnych proporcjach,
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— mieszanine zawiesin stosowanych bakterii i droz-
dzy C. albicans, zmieszanych w réwnych propor-
cjach.

Z kazdej zawiesiny szczepu przygotowano roz-
cienczenia w soli fizjologicznej, aby uzyskaé inoku-
lum o gestosci 10°, 104, 10%i 102 CFU/mL.

llosciowe oznaczenie mikroorganizméw wykona-
no metoda posiewu bezposredniego. Wysiano na
3 osobne ptytki po 0,1 ml zawiesiny mikroorgani-
zmoéw w okreslonym rozcienczeniu. Po 24 godz. inku-
bacji liczono wyroste na ptytkach kolonie i obliczono
Srednia liczbe kolonii na ptytce w okreslonym roz-
cienczeniu.

W ten sam sposéb przygotowano préby produktu
leczniczego zawierajace zawiesine mieszaniny szcze-
poéw bakteryjnych w odpowiednim rozciefczeniu,
z lub bez zawiesiny komérek C. albicans w odpowied-
nim rozcienczeniu.

Przeprowadzono badanie zawartosci ATP w jato-
wym produkcie leczniczym i nadkazonym zawiesing
badanych mikroorganizmoéw.

Do oznaczenia zawartosci ATP w badanych pré-
bach wybrano zawiesiny szczepéw mikroorgani-
zmoéw o gestosci od 104, 103 i 102 CFU/ml. Pomiar
ATP w zawiesinach przygotowanych do posiewu
przeprowadzono réwnolegle z wykonaniem posie-
wu metoda tradycyjna. Wykonywano trzy pomiary
zawartosci ATP i obliczano $rednia dla danego roz-
cienczenia. Wybor rozcieficzenia inokulum do badan
zawartosci ATP byt podyktowany wymaganiami FP
dotyczacymi dopuszczalnej maksymalnej liczby mi-
kroorganizméw zawartych w 1 g lub 1 ml gotowe-
go produktu leczniczego. Zgodnie z wymaganiami
FP dopuszczalna maksymalna liczba zanieczyszczen
mikrobiologicznych w produktach leczniczych Ka-
tegorii 3 wynosi 103 lub 10* drobnoustrojéow tle-
nowych w 1 g lub 1 mli nie wiecej niz 10? grzybéw
wlglubw1ml

W badanych prébach wykonano pomiar ATP zgod-
nie z instrukcja producenta aparatu DeltaTox®. Na
podstawie oznaczonego ATP obliczono zawartos¢ bio-
masy w badanych prébkach wg wzoru zaproponowa-
nego przez wytworce analizatora:

log y - log 350,99
0,6866

x =10
x —biomasa w pikogramach,
y —odczyt RLU z analizatora DeltaTox®.

Oméwienie wynikow

W przeprowadzonych badaniach podjeto prébe za-
stosowania analizatora DeltaTox® do oceny czystosci
mikrobiologicznej produktéw leczniczych. W urzadze-
niu wykorzystano reakcje bioluminescencji systemu
lucyferyna /lucyferaza do oznaczania zawartosci ATP
w prébach zawierajacych zawiesine pojedynczych
szczepdw bakterii, drozdzy lub ich mieszanine oraz

Tabela 1. Okreslenie liczby CFU/ml stosowanych szczepow i odpowiadajacej

zawartosci biomasy

Escherichia coli 10 995 185
10° 103 131
102 12 80
Pseudomonas aeruginosa 10* 483 189
10 73 187
10? 6 112
Salmonella typhimurium 10* 808 607
10° 65 530
10? 5 704
Staphylococus aureus 10* 2095 2339
10 473 241
10? 43 675
Candida albicans 10* 1846 78100
103 302 25048
102 40 858
Mieszanina drobnoustrojéw bez Candida 10* 287 354
albicans 10° 2 351
102 2 98
Mieszanina drobnoustrojéw z Candida 10* 256 215
albicans 10° 2 137
102 4 67
Produkt leczniczy 10* 328 161
K/\Ieszanina drobnoustrojow bez Candida 10 >3 480
albicans 10? 5 172
Produkt leczniczy 104 360 154
K/\Ieszanina drobnoustrojow z Candida 10° 84 23
albicans 10? 5 168
Produkt leczniczy brak wzrostu 118
H,0 Jatowa —brak wzrostu 204
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Rycina 2. Zaleznos¢ RLU od rozciefczenia inokulum szczepéw E. coli,

P. aeruginosa, S. enterica, S. aureus
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Rycina 3. Zaleznos¢ RLU od rozcienczenia inokulum C. albicans
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Rycina 4. Zaleznos¢ RLU od rozcieficzenia inokulum oznaczonego jako:

1 —mieszanina bakterii; 2 — mieszanina bakterii i drozdzy; 3 — badany produkt

leczniczy nadkazony zawiesing bakterii; 4 — badany produkt leczniczy nadkazony

mieszaning bakterii i drozdzy

do oznaczania prébek produktu leczniczego nadka-
zonego mieszaning bakterii i drozdzy.

Uzyskane wyniki przedstawiono w tabeli 1 oraz
na rycinach 2-4.

W tabeli 1 przedstawiono wyniki posiewu, liczby
CFU/ml, kazdego drobnoustroju, mieszaniny drob-
noustrojéw, produktu leczniczego bez mikroorga-
nizméw oraz produktu leczniczego zawierajacego
mieszanine wszystkich badanych drobnoustrojéw
w rozcienczeniu 104, 103 i 102, uzyskanych metoda
tradycyjna, metoda bezposredniego posiewu oraz
odpowiadajacg tym rozcieficzeniom zawartos¢ bio-
masy. W tych samych prébach zmierzono zawartos¢
ATP przy zastosowaniu urzadzenia DeltaTox®. Wyni-
ki przedstawiono na rycinach 2-4.

832

Wyniki przedstawione w tabeli $wiadczg o po-
prawnosci wykonania badania okreslenia liczby ko-
lonii drobnoustrojéw w rozciefczeniach 104, 103
i 102 metoda bezposredniego posiewu. Uzyskano
dziesieciokrotng redukcje liczby kolonii w kolejnych
rozcienczeniach. Stwierdzono brak korelacji pomie-
dzy liczba komérek a zawartoscig biomasy w da-
nym rozciefAczeniu. Uzyskane wyniki nie wykazuja
proporcjonalnej redukcji zawartosci biomasy zalez-
nej od liczby komérek zawartych w badanej prébce.
Dla szczepu S. typhimurium uzyskano w rozciefcze-
niach 104, 103, 102 odpowiednio 808, 65, i 5 CFU/m|,
a odpowiadajaca wielkos¢ biomasy wyniosta 607,
530 704 fg.

Ryciny 2 i 3 zawieraja wyniki pomiaru ATP w ho-
dowlach mikroorganizméw, w kolejnych rozcien-
czeniach. Zaobserwowano zalezno$¢ pomiedzy
zawartoscig ATP a liczbg komérek w hodowli E. coli
i C. albicans. W rozcienczeniu 104, 103 i 10?$rednia za-
wartos¢ ATP wynosita odpowiednio 110, 87162 dla E.
coli i 6995, 3204, 316 dla C. albicans. Uzyskano war-
tos¢ pomiaru ATP prawie na takim samym poziomie
(249, 227, 276) dla catego zakresu rozcienczen ho-
dowli szczepu S. typhimurium, pomimo réznic liczby
komérek bakterii w hodowli. Brak korelacji pomiedzy
zawartoscig ATP a liczbg komérek bakterii zaobser-
wowano réwniez dla szczepu P. aeruginosa. Zawar-
tos¢ ATP okreslono na poziomie 112, 111 i 78 RLU
w hodowli zawierajacej 483, 73 i 6 CFU/ml. Wyniki
zamieszczone na rycinie 2 wskazujg na brak korela-
cji pomiedzy gestoscia zawiesiny komorek a zawar-
toscig ATP w zawiesinie hodowli szczepu S. aureus.
Pomiar Swiatta w hodowlach 10%, 103 i 102 wynosit
odpowiednio 629, 162, 268 RLU.

W doswiadczeniach, w ktérych badano miesza-
nine drobnoustrojéw, jak réwniez mieszanine drob-
noustrojow zawieszonych w produkcie leczniczym,
jedynie w prébach zawierajacych mieszanine bak-
terii i drozdzy zaobserwowano korelacje pomiedzy
liczba komérek w hodowli a wartoscig RLU, ktéra
wynosi odpowiednio 122, 90 i 54. W prébach zawie-
rajacych jedynie mieszanine bakterii stwierdzono za-
wartos¢ ATP na poziomie 172, 171171 RLU. Uzyskano
poréwnywalne wyniki pomiaru intensywnosci biolu-
minescencji (100 i 105 oraz 97 i 103 RLU) w prébach
zawierajacych badany produkt oraz mieszanine bak-
terii i w prébach zawierajacych produkt leczniczy,
mieszanine bakterii i drozdzy w rozcienczeniach 10*
i 102. Poziom ATP w tych hodowlach w rozcieficzeniu
10® wynosi odpowiednio 212 i 133. Stwierdzono za-
wartos¢ ATP w jatowym produkcie leczniczym na po-
ziomie 81 RLU, za$ w prébkach wody stosowanej do
rozcienczen na poziomie 118 RLU.

Uzyskane wyniki wskazujg na brak mozliwosci
zastosowania analizatora DeltaTox® do iloSciowego
okreslenia drobnoustrojéw zawartych w badanych
prébkach produktéw leczniczych ze wzgledu na:
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. McCapra F.: The chemistry of bioluminescences- In: Bioluminescen-
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niska czutos¢ urzadzenia dla oznaczania biomasy
w stezeniach wymaganych dla czystosci mikrobio-
logicznej produktu, tj. w zakresie 10210 CFU/m],
fatszywie dodatnie wskazania zawartosci ATP
w prébkach jatowych (rozcienczalnik, prébka pro-
duktu leczniczego),

brak liniowej zaleznosci odczytu pomiaru Swiatta
do gestosci komorek.
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