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Opis wynalazku

Wynalazek dotyczy sposobu oceny skutecznosci sterylizacji radiacyjnej opakowan, w szczegdl-
nosci opakowan typu bag in box.

W procesie produkcji opakowan typu bag in box, przeznaczonych do przechowywania zywnosci,
jednym z kluczowych problemdw jest eliminacja zanieczyszczen mikrobiologicznych. Opakowanie typu
bag in box stanowi kombinacja opakowania foliowego i kartonowego, przeznaczona do pakowania
i przechowywania réznorakich produktow ptynnych i potptynnych. Ze wzgledu na specyfike tego typu
opakowan rutynowo wykorzystuje sie sterylizacje metoda radiacyjna. Proces sterylizacji powinien byé
regularnie walidowany ze wzgledu na ryzyko zwiazane z potencjalna obecnoscig mikroorganizmow
w gotowym produkcie, co moze stanowi¢ duzy problem dla producenta (np. likwidacja catej partii mate-
riatu skazonego mikrobiologicznie), a nawet ryzyko zdrowotne dla konsumentow.

Znane sposoby weryfikacji skutecznosci sterylizacji radiacyjnej bazuja na zastosowaniu organi-
zmoéw wskaznikowych, w szczegdlnosci o wysokiej odpornosci na promieniowanie. Z opisu
KR101312613B1 znane jest zastosowanie biologicznego wskaznika skutecznosci sterylizacji radiacyj-
nej wybranego sposréd Deinococcus radiodurans, Deinococcus radiopugnans lub rekombinowanego
Deinococcus radiodurans z powodu ich wysokiej odpornosci na promieniowanie. W opisie ujawniono
sposob oceny skutecznosci sterylizacji polegajacy na umieszczeniu fiolki z liofilizowanymi mikroorgani-
zmami w réznej odlegtosci od zrodta promieniowania, a nastepnie kultywacji zawartosci fiolek na ptyt-
kach.

US8945837 opisuje wskaznik sterylizacji, ktory zawiera pierwszy przedziat z genetycznie mody-
fikowanym wskaznikiem biologicznym i drugi przedziat, zawierajacy substrat. Wskaznik biologiczny za-
wiera gen, odpowiedni do wytwarzania enzymu wskaznikowego z substratu z drugiego przedziatu.
Enzym wskaZznikowy i substrat enzymu sg dobrane tak, ze dziatanie enzymu wskaznikowego na sub-
strat daje wykrywalny sygnat. Po procesie sterylizacji kontaktuje sie zawartos¢ pierwszego przedziatu
z zawartos$cig drugiego przedziatu. Braku sygnatu potwierdza skutecznos$é procesu sterylizaciji.

US6942989 opisuje sposob oceny zywotnosci sporédw po procesie sterylizacji przy uzyciu techniki
wielokatowego rozpraszania $wiatta (ang. ultiangle light scattering — MALS), przy uzyciu sporéw B. sub-
tilis i B. stearothermophilus. Po procesie sterylizacji ocenia sie réoznice miedzy sporami poddanymi ste-
rylizacji i sporami kontrolnymi.

Z opisu W0O2019215748A1 znany jest system i sposdb sterylizacji i pakowania urzadzenia me-
dycznego. Sposob sterylizacii opiera sie na zastosowaniu roztworu do sterylizacji, natomiast urzadzenie
medyczne jest w szczegolnosci stentem i cewnikiem balonowym. Sposaéb sterylizacji i pakowania urza-
dzenia medycznego polega na dwustopniowej sterylizacji, przy czym sterylizacja wstepna obejmuje ste-
rylizacje urzadzenia roztworem do sterylizacji, natomiast sterylizacja kohcowa obejmuje sterylizacje
urzadzenia w pojemniku i opakowaniu np. przy uzyciu gazu np. tlenku etylenu.

Z kolei patent EP2465544B1 ujawnia urzadzenie do weryfikacji sterylizacji radiacyjnej, ktore ba-
zuje na zastosowaniu co najmniej jednego dozymetru. W dokumencie ujawniono réwniez, ze dawka
promieniowania w miejscu wskaznikowym moze nie by¢ réwna dawce w miejscu sterylizacji, dlatego
nalezy wyznaczy¢ korelacje miedzy dawkami w obu miejscach.

Z opisu EP EP1708759A1 znane sg sposéb i urzadzenie do sprawdzania dostarczanej dawki
promieniowania w celu uzyskania sterylizacji komponentdw, takich jak urzadzenia medyczne. Urzadze-
nie bazuje na zastosowaniu dozymetru, natomiast w przedmiotowym sposobie wyznacza sie minimalna
dawke promieniowania, zapewniajaca pozadany poziom zapewnienia sterylnosci (SAL), a nastepnie
ustala sie korelacje miedzy dawka promieniowania, dostarczong w miejscu umieszczenia dozymetru,
a dawka promieniowania w pozadanym miejscu. Na podstawie tej korelacji mozna nastepnie wyznaczaé
dawke promieniowania, dostarczong do konkretnego miejsca na podstawie zmierzonej przez dozymetr
dawki, w miejscu jego umieszczenia.

Z opisu JPHO0523377A znany jest sposéb wytwarzania sterylnej gazy, ktéra jest stosowana jako
wyrob medyczny. Gaze pakuje sie w materiat opakowaniowy, a nastepnie poddaje sie sterylizacji pro-
mieniowaniem, np. promieniowaniem gamma. W celu weryfikacji sterylizacji mozna zastosowac¢ bakte-
rie wskaznikowe, ktére sg znane ze swojej odpornosci na promieniowanie oraz dozymetr.

Ujawnione w odnalezionych dokumentach sposoby bazujg w wiekszosci na wykorzystaniu
wskaznikéw biologicznych lub urzadzeh pomiarowych (dozymetrow), ktére wykluczajg identyfikacje rze-
czywistego zrédta zanieczyszczenia produktu. Zastosowanie wskaznikow pokazuje jedynie jak dany
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organizm wskaznikowy reaguje na dany sposoéb sterylizacji, natomiast nie uwzglednia faktu, ze popula-
cje mikroorganizmow, wystepujacych w obszarze produkcyjnym, charakteryzuje duza dynamika zmian,
maja one odmienne zrédta pochodzenia, rézne wasciwosci i moga sie charakteryzowacé nabyciem wy-
sokiej odpornosci na promieniowanie. Ponadto populacje mikroorganizméw endemicznych moga sie
rozni¢ w zaleznosci od $rodowiska produkcji. Cytowane powyzej sposoby weryfikacji sterylizacji radia-
cyjnej, bazujgce na zastosowaniu wskaznikéw, nie uwzgledniaja potencjalnego ryzyka dla powodzenia
sterylizacji radiacyjnej ze strony populacji mikroorganizmow endemicznych, wystepujacych w danym
obszarze produkcyjnym.

Celem wynalazku byto opracowanie nowego sposobu oceny skutecznosci procesu radiacji
w oparciu o przezywalno$¢ endemicznych mikroorganizméw testowych, wyizolowanych ze srodowiska
produkcyjnego — powietrza, powierzchni roboczych i $cian zaktadu produkcyjnego i materiatéw uzywa-
nych do produkciji opakowan np. folii i korkow.

Sposob oceny skutecznosci sterylizaciji radiacyjnej opakowan, w szczegodlnosci opakowan typu
bag in box, wedtug wynalazku zawiera nastepujace kroki:

a) pobranie co najmniej jednej prébki materiatu mikrobiologicznego z co najmniej fragmentu po-
wierzchni opakowania przeznaczonego do sterylizacji radiacyjnej i/albo z powietrza wewnatrz
zaktadu produkcyjnego opakowan i/albo z co najmniej jednej powierzchni wewnatrz zaktadu
produkcyjnego opakowan, przy czym powierzchnia wewnatrz zaktadu produkcyjnego opako-
wan jest wybrana sposrod powierzchni $cian, podtdg, sufitu i powierzchni roboczych we-
wnatrz zaktadu produkcyjnego opakowan,

b) przeniesienie materiatu mikrobiologicznego pobranego w kroku a) na co najmniej jedno pod-
toze, odpowiednie do hodowli bakterii i/albo grzybow, oraz hodowla pobranego materiatu mi-
krobiologicznego w celu uzyskania endemicznych mikroorganizméw zaktadu produkcyjnego,
nalezacych do bakterii i/albo grzybow,

c) wyizolowanie czystych kultur endemicznych mikroorganizméw zaktadu produkcyjnego, spo-
$rod wyhodowanych kolonii, ktére dominowaty wsréd endemicznych mikroorganizmoéw za-
ktadu produkcyjnego, otrzymanych w kroku b)

d) identyfikacja przynaleznosci systematycznej wyizolowanych czystych kultur endemicznych
mikroorganizmoéw zaktadu produkcyjnego z kroku c) oraz wybor od 3 do 10 izolatéw sposrod
czystych kultur endemicznych mikroorganizmoéw zaktadu produkcyjnego, ktére sa znane jako
biologicznie szkodliwe lub stwarzaja potencjalne zagrozenie dla produktéw na podstawie ich
przynaleznosci systematycznej

e) przygotowanie co najmniej pieciu zestawow testowych, przy czym pojedynczy zestaw te-
stowy przygotowuje sie poprzez przeniesienie na wspodlne podtoze testowe, stanowiace wode
zestalong agarem, co najmniej trzech izolatow wybranych w kroku d), przy czym pojedyncze
wspoine podioze testowe zawiera wszystkie wybrane izolaty, tworzac zestaw testowy

f) umieszczenie co najmniej pieciu zestawdw testowych we wnetrzu opakowania zbiorczego,
zawierajgcego co najmniej jedno opakowanie przeznaczone do sterylizacji radiacyjnej, przy
czym zestawy testowe umieszcza sie tak, ze co najmniej jeden zestaw testowy jest umiesz-
czony w odlegtosci nie mniejszej niz 15 cm od najblizszej krawedzi opakowania zbiorczego

g) poddanie opakowania zbiorczego sterylizacji radiacyjne;j

h) ocena przezywalnosci izolatow z zestawdw testowych po procesie sterylizacji radiacyjnej po-
przez przeniesienie kazdego z izolatow z kazdego z zestawdw testowych po sterylizacji ra-
diacyjnej na podioze hodowlane, odpowiednie do jego hodowli i hodowla izolatu, a nastepnie
stwierdzenie wzrostu albo braku wzrostu izolatu.

Korzystnie, powierzchnia opakowania przeznaczonego do sterylizacji radiacyjnej jest powierzch-

nia zewnetrzng lub wewnetrzng opakowania lub korkiem do zamykania opakowania.

W kroku d) identyfikacji drobnoustrojow mozna dokonaé metodg biochemiczng lub technika spek-
trometrii mas MALDI TOF lub sekwencjonowaniem DNA, korzystnie sekwencjonowaniem nowej gene-
racji NGS.

W kroku e) do zestawu testowego mozna doda¢ szczep Escherichia coli ATCC25922.

Jesli w Srodowisku zaktadu produkcyjnego opakowan zostanie stwierdzona obecnos$¢ izolatu
0 nieoznaczonej przynaleznosci systematycznej, mozna go doda¢ do zestawu testowego w kroku e).

Korzystnie, w kroku f) w opakowaniu zbiorczym umieszcza sie miedzy 5 a 30 zestawow testowych.

W kroku a) probke materiatu mikrobiologicznego z co najmniej fragmentu powierzchni opakowa-
nia przeznaczonego do sterylizacji radiacyjnej mozna pobrac¢ przez wyptukiwanie.
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Najlepiej gdy w kroku e) jako podtoze testowe stosuje sie wode destylowang zestalong agarem,
przy czym stezenie agaru w podtozu testowym wynosi 15 g/L.

W kroku f) wszystkie zestawy testowe mozna rozmiesci¢ w opakowaniu zbiorczym w taki sposob,
aby wszystkie zestawy testowe znajdowaty sie w odlegtosci co najmniej 15 cm od najblizszej krawedzi
opakowania zbiorczego.

Wykorzystanie drobnoustrojéw endemicznych, izolowanych ze srodowiska produkcji jest nowa-
torska metoda walidacji skutecznosci sterylizacji opakowan metoda radiacyjna. Populacje mikroorgani-
zmoéw wystepujacych w obszarze produkcyjnym charakteryzuje duza dynamika zmian, majga one od-
mienne Zrodta pochodzenia, rézne wiasciwosci i moga charakteryzowac sie wysoka odpornoscia na
promieniowanie — co moze by¢ przyczyng skazenia produktu nawet po procesie radiacji. W przypadku
wystapienia zakazenia mikrobiologicznego w opakowaniu bag in box, zawierajacym gotowy produkt, na
podstawie przynaleznosci systematycznej mikroorganizmu powodujacego zakazenie mozliwe jest wy-
kluczenie powstania zakazenia na etapie sterylizacji radiacyjnej. Opracowana procedura moze podle-
ga¢ modyfikacji poprzez wprowadzanie jako organizmoéw testowych drobnoustrojow potencjalnie ska-
zajacych opakowania, wystepujacych w dowolnym zaktadzie produkcyjnym, dajac tym samym pewnos¢
ich eliminacji z produktu. Zaletg opracowanej metody jest mozliwos¢ wykorzystania réznych mikroorga-
nizmoéw (bakterie, grzyby plesniowe, drozdze, promieniowce) w zaleznosci od potrzeb producenta
i sktadu populacji drobnoustrojow izolowanych z zaktadu.

Wynalazek przedstawiono w przyktadach wykonania na rysunku, na ktorym: fig. 1 przedstawia
schematycznie technike posiewu redukcyjnego wybranej kolonii bakterii, rosngcej na pozywce TSA,
fig. 2 przedstawia schematycznie technike posiewu punktowego wybranej kolonii grzybéw, rosnacej na
pozywce MEA, fig. 3 przedstawia schemat przeniesienia krazkdéw z organizmami testowymi na ptytki
z 1,5% agarem, przy czym 1 — Escherichia coli ATCC25922, 2 — Staphylococcus hominis, 3 — Bacillus
licheniformis, 4 — Micrococcus luteus, 5 — Penicillium glabrum 6 — Cladosporium cladosporioides,
7 — Aspergillus fumigatus, 8 — Aspergillus niger, 9 — Streptomyces sp., 10 — Saccharomyces cerevisiae,
fig. 4 przedstawia przygotowang do radiacji szalke z krazkami testowymi z fig. 3, fig. 5 przedstawia A)
rozmieszczenie zestawow testowych w opakowaniu zbiorczym o matych gabarytach (600x800x320
mm), B) stos dziesieciu opakowan zbiorczych o matych gabarytach, umieszczonych na europalecie,
przy czym stos ma wymiar (bez europalety) 1650 mm x 1210 mm x 810 mm, fig. 6 przedstawia A)
rozmieszczenie zestawow testowych w opakowaniu zbiorczym o bardzo duzych gabarytach — 800 mm
x 1200 mm x 760 mm, B) stos dwdch opakowan zbiorczych o bardzo duzych gabarytach, umieszczo-
nych na europalecie, przy czym stos ma wymiar (bez europalety) 1645 mm x 1200 mm x 800 mm fig. 7
przedstawia przeniesienie krazka z szalki z fig. 4 na wtasciwg pozywke, fig. 8 przedstawia wzrost mi-
kroorganizmow testowych z zestawu kontrolnego (od lewej Penicillium glabrum, Saccharomyces ce-
revisiae), fig. 9 przedstawia brak wzrostu mikroorganizméw z zestawu poddanego radiacji (gorny rzad,
od lewej: Cladosporium cladosporioides, Escherichia coli, dolny rzad od lewej: Staphylococcus hominis,
Saccharomyces cerevisiae).

Przyktad 1

a—b) Pobranie prébek materiatu biologicznego i hodowla pobranego materiatu mikrobiologicz-
nego w celu uzyskania endemicznych mikroorganizméw zaktadu produkcyjnego

Aby wybra¢ mikroorganizmy testowe, przeprowadzono badania czystosci mikrobiologicznej po-
wierzchni, powietrza i opakowan przez sterylizacja.

— Badania zanieczyszczenia mikrobiologicznego powietrza

Prébki bioaerozolu na kazdym z badanych stanowisk pomiarowych pobierane byly przy uzyciu
6-stopniowego impaktora Andersena — model 10-710, Graseby- Andersen, Inc., Atlanta, GA, USA,
w trzech powtdrzeniach w kazdym punkcie pomiarowym. Aparat umieszczano na wysokosci 0,5-1,0 m
nad podtoga lub gruntem (pomiary zewnetrzne) w celu pobrania prébek ze strefy z ktorej najwiecej
zanieczyszczen moze przedostawac sie do produktu kohcowego. Zastosowano S-minutowy czas po-
boru aerozoli bakteryjnych i grzybowych. Probki pobierano przy predkosci przeptywu 28,3 dm3-min-'.
W ostatniej serii badan wykonano réwnolegte badania powietrza z wykorzystaniem aeroskopu MAS100
firmy Merck.

Do hodowli mikroorganizméw zastosowano nastepujace podtoza mikrobiologiczne: agar trypto-
zowo-sojowy (TSA LAB-AGARTM, Biomaxima) dla bakterii oraz agar stodowy (Malt Extract Agar, Bio-
maxima) dla grzybow (plesniowych i drozdzy).

Ptytki z TSA inkubowano przez 24 godziny w temperaturze 35+2°C a nastepnie przez 72 godziny
w 20+2°C. Ptytki z MEA inkubowano 96 godzin w 25°C. Przedtuzona inkubacja hodowli drobnoustrojow
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miata na celu umozliwienie wzrostu szczepom rosngcym wolno w nizszym zakresie temperatur — jednak
juz od pierwszego (dla bakterii) i od trzeciego (dla grzybdéw) dnia inkubacji co 24 godziny zliczano wy-
roste kolonie mikroorganizméw. Po okresie inkubacji ptytek przeprowadzono analize ilosciowg wyro-
stych mikroorganizmow. Stezenie bioaerozolu obliczono jako liczbe jednostek tworzacych kolonie na
metr szescienny powietrza (jtk-m-3) osobno dla kazdej z badanych grup mikroorganizmoéw.

Do celow analizy jakosciowe] (diagnostyki) izolowano dominujace szczepy bakterii i grzybow réz-
nigce sie cechami makroskopowymi.

— Badania mikrobiologicznego zanieczyszczenia powierzchni

Ocenie mikrobiologicznego zanieczyszczenia powierzchni $cian i powierzchni roboczych (piono-
wych i poziomych) przeprowadzono metoda ptytek kontaktowych. W tym celu wykorzystano ptytki Count
Tact typu Rodac o s$rednicy 55 cm firmy Biomaxima oraz aplikator Count Tact firmy Bio Mérieux. Bada-
nie wykonano zgodnie z procedura firmy Bio Mérieux oraz PN — ISO 18593:2005 i Nowaczyk i Merlak
2014. (Nowaczyk P., Merlak D. 2014. Badania mikrobiologiczne powierzchni — kryteria oceny i metodyka
badan. Swiat przemystu kosmetycznego. 1, 64-67., PN — ISO 18593:2005 Mikrobiologia zywnosci
i pasz.

Horyzontalne metody pobierania prébek z powierzchni z uzyciem ptytek kontaktowych i wymazow)

Do hodowli mikroorganizméw zastosowano nastepujace podtoza mikrobiologiczne: agar trypto-
zowo-sojowy (TSA LAB-AGARTM, Biomaxima) dla bakterii oraz agar stodowy (Malt Extract Agar, Bio-
maxima) oraz podtoze Sabouraud (Biomaxima) dla grzybow.

Ptytki z TSA inkubowano przez 24 godziny w temperaturze 35+2°C a nastepnie przez 72 godziny
w 2012°C. Piytki z podtozami dla grzybow inkubowano 96 godzin w 25°C. Przedtuzona inkubacja ho-
dowli drobnoustrojow miata na celu umozliwienie wzrostu szczepom rosnacym wolno w nizszym zakre-
sie temperatur

— jednak juz od pierwszego (dla bakterii) i od trzeciego (dla grzybow) dnia inkubacji co 24 godziny
zliczano wyroste kolonie mikroorganizméw.

Wyniki badan zanieczyszczenia mikrobiologicznego powierzchni podano w przeliczeniu na po-
wierzchnie ptytki 25 cm? (jtk-CT-"] (jtk = jednostki tworzace kolonie; CT = ptytka kontaktowa Count Tact
typu Rodac, srednica 55cm) [PN-A- 82055-19:2000, PN — ISO 18593:2005, Nowaczyk i Merlak 2014,
Rozp. Min. Zdrowia 2015].

Do celow analizy jakosciowe] (diagnostyki) izolowano dominujace szczepy bakterii i grzyboéw réz-
nigce sie cechami makroskopowymi.

— Badanie workéw bag in box

Do badan zanieczyszczenia mikrobiologicznego workéw wybrano partie opakowan wytworzo-
nych w réznych terminach i réznych warunkach. Uwzgledniono produkty wytworzone w réznych warun-
kach produkcyjnych.

Worki przeznaczone do badan mikrobiologicznych pobierano losowo w dniach kontroli czystosci
powietrza na hali produkcyjnej oraz w komorze tymczasowe] przed lub po procesie ozonowania, metoda
losowa. Do badan dostarczono réwniez worki wyprodukowane w innych terminach (przed dezynfekcja
hali) oraz worki poddane procesowi sterylizacji.

W celu wykonania mikrobiologicznej analizy ilo$ciowe] zastosowano zmodyfikowang metode wy-
ptukiwania (poptuczyn) [Zakowska i Stobirska 2000].

Podioza oraz odczynniki przygotowano zgodnie z wytycznymi producenta na opakowaniach.
Gotowe podtoza rozlano ilosciowo na szalki polistyrenowe.

Badane worki napetniono roztworem jatowej soli fizjologicznej (0,85% roztwor wodny NaCl) w wa-
runkach jatowych. Do kazdego opakowania wlano przez kotnierz sdl fizjologiczng o objetosci odpowia-
dajacej 10% pojemnosci worka. Nastepnie zamknieto wylot kotnierza zaworem. Napetnione worki wy-
trzasano w temperaturze pokojowej (22°C) przez 24 godziny w celu przeniesienia drobnoustrojéw z we-
wnetrznej powierzchni do roztworu soli fizjologicznej. Po catodobowym wytrzasaniu, zawarto$¢ worka
przefiltrowano przy uzyciu zestawu do filtracji membranowej. Na nasadce z podstawg filtra umieszczono
saczek membranowy (cellulose nitrate filter 0,45 um, firmy Sartorius) i catos$¢ soli fizjologicznej z worka
przelano do jatowego lejka zestawu do filtracji. Zawarto$¢ opakowania oprézniono poprzez odciecie
rogu worka, w celu unikniecia wtérnego zakazenia mogacego pochodzi¢ z zaworu. Po zakornczeniu
filtracji sgczek membranowy umieszczono na szalce Petriego z odpowiednim podiozem. Dla kazdej
kolejnej probki przeprowadzono te sama procedure. Analize kazdej partii workéw wykonano kazdora-
zowo minimum w trzech powtdrzeniach dla kazdej grupy mikroorganizméw. Do hodowli w warunkach
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beztlenowych wykorzystano zestawy firmy Biomerieux. Analizy kazdej partii wykonywano w trzech se-
riach. [Pepper i Gerba 2004; PN-EN I1SO 9308-1:2004/AC:2009].

W ramach badan okreslano liczebnos¢ bakterii tlenowych i beztlenowych, grzybow (plesni i droz-
dzy), bakterii grupy coli oraz bakterii grupy coli typu fekalnego (Escherichia coli).

Tabela 1. Warunki hodowli drobnoustrojéow izolowanych z workéow

Badana grupa Podioze Temperatura | Czas
mikroorganizmow [°C] inkubacji
[h]
Bakterie tlenowe Agar krwawy 35+2 24
(Biomaxima)
2042 72
TSA (Biomaxima)
Bakterie beztlenowe | Agar krwawy 35+2 24
(Biomaxima)
2042 72
TSA (Biomaxima)
Grzyby (plesnie i MEA (Biomaxima) | 25+2 96
drozdze)
Bakterie grupy coli | Agar ENDO 3542 24
(Biomaxima)
Escherichia coli TBX (Biomaxima) 44 24

Przedtuzona inkubacja hodowli drobnoustrojow miata na celu umozliwienie wzrostu szczepom
rosnacym wolno w nizszym zakresie temperatur — jednak juz od pierwszego (dla bakterii) i od trzeciego
(dla grzybdéw) dnia inkubacji co 24 godziny zliczano wyroste kolonie mikroorganizmoéw.

Po zakonczeniu inkubacji, wyniki przeliczono i wyrazono w postaci liczby jednostek tworzgcych
kolonie na 1 m? wewnetrznej powierzchni worka.

Do celéw analizy jakosciowe] (diagnostyki) izolowano dominujace szczepy bakterii i grzybéw réz-
niace sie cechami makroskopowymi.

c) Wyizolowanie czystych kultur drobnoustrojéw, ktére dominowaty w$réd wyhodowanych mikro-
organizmoéw

Po przeprowadzeniu badania czystosci mikrobiologicznej powierzchni, powietrza oraz opakowan
wyizolowano czyste kultury drobnoustrojow, ktére dominowaty wsréd wyhodowanych mikroorganizméw.
Bakterie, drozdze i promieniowce izolowano metoda powierzchniowych posiewdw redukcyjnych na pod-
tozu ogdéinym do hodowli bakterii TSA — Trypticase-Soy-Agar (agar tryptozowo- sojowy) zgodnie z Fig. 1.
W przypadku grzybéw plesniowych zastosowano posiew punktowy — zgodnie z Fig. 2.

d) Okreslenie przynaleznosci systematycznej izolatow

Celem wstepnej identyfikacji wyhodowanych drobnoustrojow, wyizolowano czyste kultury z ho-
dowli rézniacych sie makroskopowo i wykonano preparaty, ktére umozliwity okreslenie podstawowych
cech mikroskopowych mikroorganizméw. W przypadku bakterii wykonano barwienie metodg Grama
w celu oznaczenia przynaleznosci systematycznej grzybow przygotowano preparaty przyzyciowe)
[Grzybowski i Reiss 2001, Krzysciak i in. 2011]. Do celdéw diagnostycznych wyizolowano okoto 250
szczepow.

Doktadna identyfikacja drobnoustrojow zostata wykonana metoda spektroskopii masowej (MALDI
TOF MS), z uzyciem desorpcji/jonizacji laserowej, wspomaganej matryca z analizatorem czasu przelotu,
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przy pomocy analizatora MALDI-TOF MS (Bruker Daltonik, Germany). Wykonywanie identyfikacji po-
przedzat etap wstepnej ekstrakcji biatek z uzyciem etanolu i kwasu mréwkowego. W tym celu niewielka
ilo$¢ 24 godzinnej hodowli badanego drobnoustroju zawieszano w 300 pl jatowej wody dejonizowane;j,
po czym dodawano 900 ul czystego etanolu (POCH, Polska) i doktadnie mieszano z uzyciem worteksu.
W kolejnym etapie probke wirowano przez 2 minuty przy obrotach 13000 rpm/min. Po odrzuceniu su-
pernatantu, do uzyskanego osadu dodawano kolejno: 50 ul 70% wodnego roztworu kwasu mréwkowego
i 50 ul acetonitrylu (Fluka Analytical), po czym doktadnie mieszano z uzyciem worteksu. Po ponownym
odwirowaniu (13000 rpm/min przez 2 min) pobierano 1 ul supernatantu, ktéry naktadano na metalowa
ptytke i pozostawiano do wyschniecia w temperaturze pokojowej. Nastepnie naktadano po 1 ul roztworu
matrycy i pozostawiano do wyschniecia w temperaturze pokojowej. Metalowa ptytke z natozonymi préb-
kami umieszczano w komorze pomiarowej aparatu MALDI Biotyper, usuwano powietrze celem uzyska-
nia prézni i poddawano dziataniu promienia laserowego. Pod jego wptywem dochodzito do desorpcji
i jonizacji biatek bakteryjnych, nastepnie zjonizowane peptydy przyspieszano w silnym polu elektrycz-
nym i mierzono czas przelotu jonéw (Tof; time of flight). W oparciu o otrzymywany rozktad peptydow
wediug masy czasteczkowej, tadunku oraz zréznicowanego czasu przelotu, system MALDI-TOF MS
automatycznie generowat spektrometryczne widma pikow odpowiadajacych jonom o réznym stosunku
masy do fadunku oraz analizowat ilo$¢, intensywnos$¢ i korelacje pikéw, a takze poréwnywat badane
widmo z widmami referencyjnymi drobnoustrojow. Automatyczny pomiar widma i jego analiza porow-
nawcza z widmami wzorcowymi drobnoustrojéw byly wykonane przez spektrometr masowy Ultra-
flextreme w potaczeniu z programem MALDI-Biotyper 3.0 (Bruker Daltonik, Niemcy), zawierajacy w ba-
zie danych 3672 profili drobnoustrojéw. W oparciu o ten program okreslono rowniez spektralny profil
biatkowy wybranego drobnoustroju. Prawdopodobienstwo poprawnej identyfikacji w systemie MALDI
Biotyper 3.0 wyrazane byto w postaci wskaznika punktowego: 2,300-3,000 wiarygodna identyfikacja
drobnoustroju do poziomu gatunku; 2,000-2,299 wiarygodna identyfikacja drobnoustroju do poziomu
rodzaju oraz prawdopodobny wynik identyfikacji do poziomu gatunku; 1,700-1,999 wskazywata na
prawdopodobny wynik identyfikacji do poziomu rodzaju; 0-1,699 to niewiarygodny wynik identyfikacji
[Kosikowska i in. 2015, Singhal i in. 2015].

Kilkunastu izolatéw nie udato sie wiarygodnie zidentyfikowac¢ — byty to gtdwnie szczepy grzybow
plesniowych.

e) Przygotowanie zestawow testowych

Do zestawodw testowych wybrano izolaty wystepujace powszechnie w srodowisku produkcji i wor-
kach w trakcie prowadzonych badan, zaliczone do czynnikéw biologicznie szkodliwych na stanowiskach
pracy — Aspergillus fumigatus lub stwarzajgce potencjalne zagrozenie dla produktéw (szczegdlnie so-
kow) nalewanych do workow przez wielu odbiorcéw — Saccharomyces cerevisiae. Wybrano nastepujace
izolaty:

Bakterie: Staphylococcus hominis, Bacillus licheniformis, Micrococcus luteus, Escherichia coli
ATCC25922 — szczep wzorcowy powszechnie uznawany za wskaznik ztego stanu higienicznego

Promieniowce (actinobakterie): Streptomyces sp.

Grzyby:

— Plesniowe: Penicillium glabrum, Cladosporium cladosporioides, Aspergillus niger, Aspergillus
fumigatus

— Drozdze: Saccharomyces cerevisiae

Wybrane szczepy przesiano na odpowiednie pozywki metodg powierzchniowa (murawa) i inku-
bowano zgodnie z parametrami zestawionymi w tab. 2 uwzgledniajac rézne czasy hodowli.
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Tabela 2. Zalecane warunki inkubacji drobnoustrojow testowych

Badana grupa Podtoze* Temperatura Czas
mikroorganizmow [°C] inkubacji [h]
TSA (Trypticase Soy
Bakterie Agar - agar 352 48
tryptozowo-sojowy)
Grzyby MEA (Malt Extract
(plesnie i drozdze) Agar - agar 2512 S dnt

maltozowy)
ACM (Actinomycetes
Promieniowce Cultivation Medium - 252 7 dni
podtoze hodowlane dla
promieniowcow)
* - mozna zastosowac¢ dowolne podioze zapewniajace wzrost mikroorganizmow

testowych

Pozywki stosowane na kazdym etapie testow rozlewano sterylnie na szalki Petriego ilosciowo.

Na szalki o $rednicy 90 mm wylano po 20 cm?® podtoza — wody zestalonej 1,5% agarem. Na tak
przygotowane szalki naniesiono krazki srednicy 5 mm wyciete z hodowli na ktérych wczeéniej wykonano
posiew w postaci murawy (Fig. 3 i 4). Zastosowanie ubogiego podtoza zapobiegto wzrostowi mikroor-
ganizmow w czasie transportu materiatu do/z radiacji i jednoczesnie zapobiegto wysuszaniu naniesio-
nych drobnoustrojow. Zastosowanie wspodlnego podtoza testowego dla wszystkich szczepdw jednocze-
$nie miato na celu dostarczenie wszystkim szczepom z danego zestawu testowego tej samej dawki
promieniowania podczas radiacji.

f) Umieszczenie zestawow testowych w opakowaniach zbiorczych, przeznaczonych do radiacji

Przygotowane zestawy testowe zaklejono parafilmem i dodatkowo wtozono indywidualnie w wo-
reczki strunowe w celu wykluczenia ewentualnej kontaminacji jalowionych opakowan i zabezpieczenia
hodowli przed zakazeniem badZ uszkodzeniem.

Zestawy testowe przygotowano na 24 godziny przed planowang radiacjg (wysytkg do radiaciji)
a do czasu umieszczenia ich w opakowaniach zbiorczych przechowywano w temperaturze 4°C.

Umieszczajgc zestawy testowe w opakowaniach zbiorczych ustalono ich rozktad w kartonie, bio-
rac pod uwage jego wielkos¢ i uwzgledniajac rézne ptaszczyzny oraz odlegtosci od zrodta promienio-
wania w czasie procesu sterylizaciji.

W opakowaniu zbiorczym o matych gabarytach umieszczono 9 zestawow testowych (Fig. 5A)
przy czym jeden zestaw testowy znajdowat sie w potowie wysokosci opakowania zbiorczego. W opako-
waniu o bardzo duzych gabarytach umieszczono 27 zestawow testowych, przy czym 9 zestawow testo-
wych zostato rownomiernie rozmieszczonych na ptaszczyZznie w potowie wysokosci opakowania
i wszystkie zestawy testowe znajdowaty sie w odlegtosci nie mniejszej niz 15 cm od krawedzi opakowa-
nia (Fig. 6A). Opakowania zbiorcze umieszczono w stosach na europaletach (fig. 5B i 6B).

g) Poddanie opakowan zbiorczych sterylizacji radiacyjnej

Proces sterylizacji opakowanh zbiorczych przeprowadzono przy uzyciu metody z wykorzystaniem
promieniowania gamma, ktérego zrodtem byt izotop kobaltu (Co60). Zatozono dwa zakresy promienio-
wania jonizujgcego, ktére dozymetrycznie sprawdzono. llo$¢ pochtonietego promieniowania gamma dla
pierwszego zakresu wynosita od 7 do 15 kGy (dawka dla produktow ultra clean), dla drugiego zakresu
od 15 do 35 kGy (dawka standardowo dla opakowan do rozlewu aseptycznego).

h) Ocena przezywalnosci mikroorganizmow po procesie radiacji

Po wyjeciu prébek biologicznych z opakowan zbiorczych, ktére zostaty poddane radiacji, krazki
z organizmami testowymi przeniesiono w sposéb jatowy na odpowiadajace danym drobnoustrojom po-
zywki hodowlane (Fig. 7) rozlane na szalki o matej srednicy (35, 55 mm). Strone z hodowla lekko doci-
skano do podtoza. Cato$¢ inkubowano zgodnie z warunkami przedstawionymi w tabeli 2. Jako kontroli
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uzyto drobnoustrojow z zestawu testowego, ktéry nie zostat poddany procesowi radiacji i byt przecho-
wywany w temperaturze pokojowej. Interpretacji wyniku dokonano w oparciu o wzrost/brak wzrostu mi-
kroorganizméw z krazkéw po przeniesieniu ich na podtoze hodowlane. We wszystkich przypadkach
organizmy testowe pochodzace z zestawu testowego kontrolnego wykazaty wzrost (Fig. 8). Po skutecz-
nej sterylizacji wszystkie organizmy testowe pochodzace z zestawodw testowych poddanych procesowi
radiacji nie wykazaty wzrostu (Fig. 9).

1.

Zastrzezenia patentowe

Sposob oceny skutecznosci sterylizacji radiacyjnej opakowan, w szczegolnosci typu bag in

box, znamienny tym, ze zawiera nastepujace kroki:

a) pobranie co najmniej jednej probki materiatu mikrobiologicznego z co najmniej fragmentu
powierzchni opakowania przeznaczonego do sterylizacji radiacyjnej i/albo z powietrza we-
wnatrz zakfadu produkcyjnego opakowan i/albo z co najmniej jednej powierzchni we-
wnatrz zaktadu produkcyjnego opakowan, przy czym powierzchnia wewnatrz zaktadu pro-
dukcyjnego opakowan jest wybrana sposréd powierzchni $cian, podtdg, sufitu i po-
wierzchni roboczych wewnatrz zaktadu produkcyjnego opakowan,

b) przeniesienie materiatu mikrobiologicznego pobranego w kroku a) na co najmniej jedno
podioze, odpowiednie do hodowli bakterii i/albo grzybdw, oraz hodowla pobranego mate-
riatu mikrobiologicznego w celu uzyskania endemicznych mikroorganizméw zaktadu pro-
dukcyjnego, nalezacych do bakterii i/albo grzybow,

c) wyizolowanie czystych kultur endemicznych mikroorganizméw zaktadu produkcyjnego,
sposrod wyhodowanych kolonii, ktére dominowaty wsréd endemicznych mikroorgani-
zmow zaktadu produkcyjnego, otrzymanych w kroku b)

d) identyfikacja przynaleznosci systematycznej wyizolowanych czystych kultur endemicz-
nych mikroorganizmow zaktadu produkcyjnego z kroku c) oraz wybor od 3 do 10 izolatow
sposrod czystych kultur endemicznych mikroorganizméw zaktadu produkcyjnego, ktére
sg znane jako biologicznie szkodliwe lub stwarzaja potencjalne zagrozenie dla produktéw
na podstawie ich przynaleznosci systematyczne;

e) przygotowanie co najmniej pieciu zestawdw testowych, przy czy pojedynczy zestaw te-
stowy przygotowuje sie poprzez przeniesienie na wspolne poditoze testowe, stanowiace
wode zestalong agarem, co najmniej trzech izolatdéw wybranych w kroku d), przy czym
pojedyncze wspdlne podioze testowe zawiera wszystkie wybrane izolaty, tworzac zestaw
testowy.

f) umieszczenie co najmniej pieciu zestawow testowych we wnetrzu opakowania zbior-
czego, zawierajacego co najmniej jedno opakowanie przeznaczone do sterylizacji radia-
cyjnej, przy czym zestawy testowe umieszcza sie tak, ze co najmniej jeden zestaw te-
stowy jest umieszczony w odlegtosci nie mniejszej niz 15 cm od najblizszej krawedzi opa-
kowania zbiorczego

g) poddanie opakowania zbiorczego sterylizacji radiacyjnej

h) ocena przezywalnosci izolatow z zestawdw testowych po procesie sterylizacji radiacyjne;j
poprzez przeniesienie kazdego z izolatéw z kazdego z zestawdw testowych po sterylizacji
radiacyjnej na podtoze hodowlane, odpowiednie do jego hodowli i hodowla izolatu, a na-
stepnie stwierdzenie wzrostu albo braku wzrostu izolatu.

Sposob wedtug zastrz. 1, znamienny tym, Zze powierzchnia opakowania przeznaczonego do

sterylizacji radiacyjnej jest powierzchnia zewnetrzng lub wewnetrzna opakowania lub korkiem

do zamykania opakowania.

Sposob wedtug zastrzezenia 1 albo 2, znamienny tym, ze w kroku d) identyfikacji drobnou-

strojéw dokonuje sie metodg biochemiczng lub technika spektrometrii mas MALDI TOF lub

sekwencjonowaniem DNA, korzystnie sekwencjonowaniem nowej generacji NGS.

Sposéb wedtug zastrzezenia 1 albo 2 albo 3, znamienny tym, ze w kroku e) do zestawu

testowego dodaje sie szczep Escherichia coli ATCC25922.

Sposob wedtug ktoregokolwiek z zastrz. od 1 do 4, znamienny tym, ze w kroku e) do zestawu

testowego dodaje sie izolat o nieoznaczonej przynaleznosci systematycznej, wystepujacy

w $rodowisku zaktadu produkcyjnego.
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. Sposob wedtug ktéregokolwiek z zastrz. od 1 do 5, znamienny tym, ze w kroku f) w opako-

waniu zbiorczym umieszcza sie miedzy 5 a 30 zestawow testowych.

. Sposob wedtug ktéregokolwiek z zastrz. od 1 do 6, znamienny tym, ze w kroku a) prébke

materiatu mikrobiologicznego z co najmniej fragmentu powierzchni opakowania przeznaczo-
nego do sterylizacji radiacyjnej pobiera sie przez wyptukiwanie.

. Sposob wedtug ktoregokolwiek z zastrz. od 1 do 7, znamienny tym, ze w kroku e) jako pod-

toze testowe stosuje sie wode destylowana zestalong agarem, przy czym stezenie agaru
w podtozu testowym wynosi 15 g/L.

. Sposob wedtug ktoregokolwiek z zastrz. od 1 do 8, znamienny tym, ze w kroku f) wszystkie

zestawy testowe umieszcza sie tak, ze podczas procesu sterylizacji wszystkie zestawy te-
stowe sg umieszczone w odlegtosci nie mniejszej niz 15 cm od najblizszej krawedzi opakowa-
nia zbiorczego.



PL 242128 B1 11

Rysunki
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Fig. 5

Fig. 6
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