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ABSTRAKT

Tato bakalafska prace se zabyva tématem environmentalniho monitoringu pro zajisténi kvality
vyroby. Konkrétné¢ byla pozornost zaméfena na sledovani pfitomnosti a vyvoje poctu
mikroorganismii ve vzduchu a na pracovnich plochach v konkrétnich vyrobnich prostorech
v pravidelnych intervalech. Poc¢ty mikroorganismii ve vzduchu byly uréovany metodou
pro stanoveni mikrobiologické zatéze vzduchu a koncentrace mikroorganismii na povrchu byla
zjistovana metodou otisku zkousené plochy na agarovou desticku s naslednou kultivaci
a odeCteni kolonii dle wvnitfnich norem. Monitoring provadi kontrolni mikrobiologicka
laboratoft, kterd spada pod odd¢leni kvality dané vyrobni spolecnosti. Podklady k vypracovani
této bakalarské prace byly ziskdny béhem mé odborné praxe v kontrolni mikrobiologické
laboratofi.

ABSTRACT

This bachelor's thesis deals with the topic of environmental monitoring to ensure production
quality. Specifically, the attention was paid to the monitoring of the presence and development
of the number of microorganisms in the air and on work surfaces in specific production areas
at regular intervals. The number of microorganisms in the air was determined by the method
for determining the microbiological burden of the air, and the concentration of microorganisms
on the surface was determined by the method of imprinting the tested area on an agar plate with
subsequent cultivation and counting the bacterial colonies according to the internal regulations.
Monitoring is carried out by the control microbiological laboratory, which falls under
the quality department of the given manufacturing company. The basis for the preparation
of this bachelor's thesis was obtained during my intership in the control microbiology
laboratory.

KLICOVA SLOVA

environmentdlni monitoring ve firméach, spravnd vyrobni praxe, monitorovani povrchi,
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UVOD

Environmentéalni monitoring ve firmach je klicovy pro zajisténi vysoké kvality a bezpecnosti
vyrobkl ve farmaceutickém pramyslu, pfi vyrob¢ zdravotnickych prostiedkt, ale i v dalSich
odvétvich. Je nedilnou soucasti procesu, ktery urcuje kvalitu ¢istych prostor prostfednictvim
systematického sbéru mikrobiologickych dat. Jeho hlavnim cilem je posoudit potencialni
mikrobiologicky dopad vyrobniho prostfedi na produkty vyrobené ve vyrobnim prostiedi
s odpovidajici tiidou Cistoty, zajistit tak dodrzovani stanovenych kritérii a minimalizovat riziko
kontaminace produktu. Tento proces poskytuje kliCové informace o Ccistych prostorech,
ve kterych probihd vyrobni proces. Prostfednictvim mikrobiologickych testli je zajiSténa
bezpecnost vyrobkll a minimalizuji se rizika neptiznivych dopadd na kvalitu vyrobkii.

Monitoring je nedilnou souc¢asti spravné vyrobni praxe a je nezbytny k tomu, aby konecny
produkt mohl opustit vyrobni zavod. Spravna vyrobni praxe zahrnuje soubor postupt,
pozadavkl a doporuceni, které maji za cil zajistit vysokou kvalitu a bezpecnost vyrobki,
aby nedoslo k ohrozeni koncového spotiebitele. Zahrnuje minimalni pozadavky pro vSechny
slozky vyrobniho procesu, které musi vyrobci splnit.

Ur¢eni ptitomnosti mikroorganismutl ve vzduchu a na povrchu se provadi podle planu zkousek,
ktery je ptizptisoben konkrétnim prostorim s odpovidajici tfidou Cistoty. Varovné a limitni
hodnoty jsou stanoveny na zaklad¢ analyzy a sledovani trendu hodnot v rdmci kvalifika¢ni
studie. Po urCeni trendu jsou limity stanoveny dle danych specifikaci. Pokud je b&hem
vyhodnoceni monitoringu zjisténo, ze jsou varovné nebo limitni hodnoty ptekroceny, indikuje
to nesoulad provadénych procesi a je tfeba pouZzit odpovidajici napravna opatieni.
Tato opatieni obvykle zahrnuji dodate¢né ¢isténi a dezinfekci, kontrolu uc¢innosti Cisticich
postupli a ovéteni, zda byly provedeny v souladu s pisemnymi postupy. Pokud dojde
k ptekro€eni limitnich hodnot je nutné provést testovani biologické zatéze podezielé Sarze
vyrobku, kterd musi byt po dobu mikrobiologického testovani zadrZena a nesmi opustit vyrobni
zavod, dokud neni ovéteno, zda nebyla kontaminovana.

Tato bakalaiskd prace hodnoti, zda vyrobni prostory spliluji stanovené poZzadavky
na mikrobiologickou Cistotu a jsou tak zajistény fadné podminky pro vyrobu a konzistentni
bezpecnost a kvalitu vyrobku v konkrétnich piipadech vyrobniho zavodu spolecnosti
HARTMANN - RICO a.s.



1 TEORETICKA CAST

1.1 HARTMANN - RICO a.s.

HARTMANN — RICO a.s. patfi mezi nejvyznamng&jsi vyrobce zdravotnickych prostiedkt
a hygienickych vyrobkil v Ceské republice. Historie spole¢nosti Rico saha az do roku 1891,
kdy byla zalozena v Chomutové pod nazvem Richter&Compagnon. V této dob¢ se spolecnost
specializovala na vyrobu obvazovych materialii. Akciova spole¢nost Rico vznikla v roce 1914
ve Vidni a zanedlouho byl vybudovan i zdvod ve Veverské BitySce. Spolecnost Rico obhajovala
svoji pozici vyznamného producenta obvazového materidlu, hygienickych potieb a vaty i po
znarodnéni v roce 1946. Vyznamna prilezitost k rozvoji spole¢nosti Rico nastala az po roce
1989, kdy v roce 1991 vstoupila spole¢nost PAUL HARTMANN AG do ptivodniho podniku
Rico Veverska Bityska. Timto krokem vznikla spolecnost HARTMANN — RICO a.s. a béhem
deseti let svého plisobeni se stala nejvétsim vyrobcem, vyznacnym exportérem a jednim
z nejvyznamnéj§ich distributori zdravotnickych a hygienickych vyrobki v Ceské republice.
Firma klade diiraz na dodrzovani principti dobrého fizeni, diky kterym roste kvalita vyrobki
ataké sluzeb. Kvalita je zajiSténa integrovanym systémem managementu kvality, ktery
stanovuje nejvyssi pozadavky na Cistotu, kvalitu a bezpecnost ve vSech stupnich vyrobniho
procesu. Vyvoj produktl a sluZeb je v souladu se standardy ISO 14000 a firma klade daraz
na omezeni dopadl svoji Cinnosti na zivotni prostiedi. Systém fizeni zahrnuje koncept HSE
Management (Health, Safety & Environment Management), ktery poZaduje odpovédny ptistup
k zaméstnanctim, k zivotnimu prostiedi a klade diiraz na trvale udrzitelny rozvoj [1], [2].

Logo spole¢nosti HARTMANN-RICO a.s. v pribéhu let proslo mnoha zménami az k soucasné
podobé zavedené v roce 2014, viz obr. 1.

(4

Obrazek 1: Logo firmy HARTMANN - RICO a.s [3]

1.2 Monitorovani

Monitorovani je proces, pii kterém se pravidelné¢ systematicky shromazd'uji informace
a nasledné se analyzuji a vyhodnocuji. Tyto informace se vyuzivaji k maximalizaci pozitivnich
dopadii a minimalizaci rizika a ptipadnych neptiznivych dopadii. Monitorovani, dnes Cast&ji
ozna¢ovano pojmem monitoring, je vyuzivan v rtiznych odvétvich vcetné informacnich
technologii, zdravotnictvi, primyslu nebo pfi sledovani Zivotniho prostiedi [4].



1.3 Environmentalni monitoring ve firmach

Environmentéalni monitoring ve firmach ma zasadni vyznam pro udrzeni kvality a bezpecnosti
vyrobkl. V mikrobiologii a farmaceutickém primyslu je monitoring vnimén jako proces, ktery
urcuje kvalitu Cistych prostor prostfednictvim sbéru mikrobiologickych dat. Environmentalni
monitoring ve firmach je vyuzivan zejména k vyhodnoceni potencidlniho mikrobiologického
dopadu vyrobniho prostiedi na produkty v tomto prostiedi vyrobené a slouzi ke kontrole,
zda prostfedi spliiuje stanovend kritéria. Tento proces poskytuje informace o kvalité
aseptického, tj. sterilniho, prostiedi, ve kterém probihé vyroba. Provedenim mikrobiologického
testovani se zajiStuje bezpefnost vyrobkd a minimalizuji se rizika nepfiznivych dopada.
Vyrobky kontaminované mikroorganismy mohou zpiisobit vazné poskozeni koncovych
uzivateld, resp. pacientl. Kontrolou daného prostiedi lze snizovat pravdépodobnost
kontaminace. V ramci environmentalniho monitoringu je pfedevSim provadéno rutinni
monitorovani mikroorganismii v Cistych prostorach a jinych kontrolovanych prostredich,
vcetné vyrobnich prostfedi a zkuSebnich laboratofi. Vzorky, ze kterych data pochazeji, jsou
odebirany v Cistych zonach ze vzduchu, povrchi, materialti a personalu. Timto jsou ziskany
podklady k identifikaci moznych zdroji kontaminace. Monitorovani Cistého prostiedi hraje
rozhodujici roli pfi vyvoji a vyrobé sterilnich a v fadé piipadu také nesterilnich vyrobka [5],
[6].

Environmentalni monitoring poskytuje informace o kvalité¢ vyrobniho prostiedi, sleduje trendy
ve vyrobni oblasti a dokadZze identifikovat mozné cesty vstupu kontaminace. Tento pfistup
umoznuje provést napravu a zabranit vzniku a rozsifeni kontaminace. Pokud dojde k ptekroc¢eni
stanovenych urovni znecisténi, jsou v programu environmentdlniho monitoringu ve firméach
zahrnuta napravna opatieni. Aby byl program environmentalniho monitorovani u¢inny, musi
byt provadeén podle plant, protokolit a zasad vhodnych pro dané prostfedi a musi vychazet
z pozadavki na hodnoceni rizik v dané oblasti. Environmentalni monitoring je soucasti spravné
vyrobni praxe a je podminkou, aby kone¢ny produkt mohl opustit vyrobni zavod [5], [6], [7],

[8].
1.3.1 Cile environmentalniho monitoringu

e Monitoring Cistych prostor, shromazd’ovani dat a sledovani trendt s cilem hodnoceni
stavu prostfedi (sledovani poctu mikroorganismd, identifikace konkrétnich typt
mikroorganismu).

e Zajisténi konzistentni kvality vyroby. Konkrétnim cilem je ukézat, Ze se Urovné
kontaminace béhem vyroby nezvysuji.

e Posouzeni rizika pro Cisté prostredi, a pfedev§im pro samotny produkt.

e SniZzeni rizika kontaminace vyrobku z okolniho prostfedi. Pii pifekroceni urovné
zneCisténi je nutné provést napravna opatieni, urcit zdroje kontaminace, urcit mozné
dopady na dany produkt a zavést preventivni opatieni.

e Poskytnuti informaci o G¢innosti ¢isténi a dezinfekce vyrobniho prostredi [5], [6].

1.4 Spravna vyrobni praxe

Spravnd vyrobni praxe neboli GMP (Good Manufacturing Practice) je soubor postupil,
pozadavkl a doporuceni, které slouzi k zajiSténi vysoké kvality a bezpeCnosti vyrobki.
Popisuje minimalni poZzadavky na vyrobni procesy, které musi vyrobci splnit, aby byla zajisténa
trvald kvalita a bezpe€nost vyrobkil. Vyrobci musi dodrzovat vSechny pozadavky obsaZené
v zésadach vyrobni praxe. Hlavnim ucelem spravné vyrobni praxe je zabranéni poskozeni nebo
ohrozZeni spotiebitele. Spravna vyrobni praxe pokryva vSechny slozky vyrobniho procesu,
vcéetné konstrukce vyrobniho zafizeni, Skoleni zaméstnanct, zavedeni postupt kontroly kvality,



monitorovani vyrobnich prostor a zkousky hotovych vyrobkll. Pomaha zajistit splnéni kvality,
standardli Cistoty a uCinnosti danych vyrobkll a pfedchazi kontaminaci, tj. piitomnosti
nezadoucich Skodlivych latek. Spravna vyrobni praxe je z hlediska vySe uvedenych kritérii
aplikovana pfedevsim u vyroby farmaceutickych produktd, kosmetiky, potravin a napoji,
potravinovych doplikt a zdravotnickych prostiedkli. Vyrobei musi uplatiiovat zasady spravné
vyrobni praxe, aby se zajistila bezpecnost vyrobki predevSim pro koncového spotiebitele.
Aby byly predpisy GMP dodrzeny, musi dana spole¢nost udrzovat komplexni systém fizeni
kvality, ktery zahrnuje pisemné postupy, vedeni zdznamu a Skoleni zaméstnancti. Je nutné,
aby spole¢nost své procesy a Cinnosti neustale sledovala a hodnotila a aby se zajistil soulad
procestu a konzistentni kvalita vyroby. V kazdém odvétvi se pozadavky GMP 1isi [9], [10], [11],
[12].

Nezbytna obecna kritéria pro dodrzeni pfisnych standardl spravné vyrobni praxe:

e Produkty — je nezbytné testovani vstupnich materialii, materidlii v procesu vyroby
a vyrobkll, aby byla zajisténa konzistentni kvalita a zamezilo se kontaminaci ve vSech
fazich vyroby.

e Pracovnici — je nutné, aby vSichni zaméstnanci byli kvalifikovani a vyskoleni.

e Procesy — jsou jasn¢ definovany, pfezkoumavany a pravidelné¢ hodnoceny, aby se
zajistilo splnéni standardi firmy a byla zajisténa ustalena vyroba v pozadované kvalité.

e Prostory — musi byt dodrzovéana piisna pravidla, aby se zajistily bezpecné podminky
pro vyrobu.

e Postupy — jsou nazorné a jednoznacné, pro uritd pracovisté¢ jsou vypracovany
jednotlivé, aby odpovidaly pozadavkiim spravné vyrobni praxe.

e Dokumentace — pofizované zaznamy b&hem vyroby prokazuji, ze byly dodrZeny

vSechny definované postupy a instrukce a Ze jakost produktu odpovida piedpokladiim
[10], [11], [13].

1.4.1 Kontrola jakosti

Nezbytnou soucasti spravné vyrobni praxe je kontrola jakosti, kterad se zabyva zejména odbérem
vzork, jejich testovanim a specifikacemi. Vyznamnou soucasti je také dokumentace postupii
a propousténi konecnych produktl, které provadi kvalifikovana osoba pisemnym souhlasem
k jejich propusténi, kterym potvrzuje, Ze dana SarZze produktu odpovida pozadavkim.
Kontrola jakosti zajiStuje, ze nebudou propuStény zaddné konecné produkty do té doby,
nez jejich kvalita nebude posouzena a shleddna vyhovujici. Posouzeni jakosti produktu
zahrnuje kontrolu vyrobni dokumentace, ptedepsanych postupii a vyhodnoceni odchylek.
Pokryva vSechny slozky procesu, které jednotlivé nebo spolecné ovliviiuji kvalitu produkti.
Referencni vzorky vstupnich materidli i kone¢nych produkti jsou uchovavany, aby bylo
v ptipad¢ potieby mozné provést pozdéjsi prezkoumani.

Oddéleni kontroly jakosti musi byt nezavislé na oddé€lenich ostatnich a musi byt vedeno
kvalifikovanym zkuSenym pracovnikem, ktery ma k dispozici kontrolni laboratot a z divodu
odebirani vzorkl ma ptistup do vyrobnich prostor [13], [14].

1.4.1.1 Kontrolni laboratoie

Kontrolni laboratofe a jejich prostory musi byt oddéleny od vyrobnich prostor a musi byt
navrzeny a usporadany podle ¢innosti, které jsou v nich provadény. Mikrobiologické laboratote
by mély byt usporadany tak, aby riziko kiizové kontaminace bylo minimalizovano.
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Vybaveni laboratote by nemélo byt piesouvano mezi prostory, kde hrozi vysoké riziko kiizové
kontaminace. V laboratofich mohou piisobit pouze kvalifikovani pracovnici, kdy jejich pocet
by mél byt pfiméteny ukoltim, které jsou ureny z rozsahu a povahy vyrobni ¢innosti [13], [14].

1.4.1.2 Vzorkovani

Vzorkovani je provadéno podle predem urCenych schvéalenych pisemnych postupt.
Tyto dokumenty uvadi zplisob vzorkovani, zafizeni a pomiicky pouzivané pii odbéru,
podminky uchovani vzorku, typ vzorkovnice, postup déleni vzorku a postup CciSténi
vzorkovacich pomtcek a zafizeni. Dale uvadi mnozstvi vzorku, které se odebira a musi byt
dostatecné pro nasledujici zkousky. Pisemné postupy dale zahrnuji nutna opatieni pro snizeni
rizika kontaminace ¢i jiného poskozeni nebo znehodnoceni vzorku [13], [14].

1.4.1.3 ZkouSeni

Pouzivané zkuSebni metody musi byt validovany. Pokud je pouZivana zkusebni metoda, u které
laboratof neprovadéla ptivodni validaci, musi laboratof ovéfit, zda je tato metoda vhodna.
Kvalifikovani pracovnici vSechny kontroly provadi postupy, které jsou schvéaleny utvarem
kontroly kvality. Pii zkouSeni se postupuje podle pisemnych postupi pro zkouseni a je nutno
jej provést schvalenymi metodami. VSechny provedené zkousky, vcetné pouzitych postupii
a vysledkti, musi byt zaznamenany. Vysledky zkousek jsou porovnany s udaji uvedenymi
v tzv. specifikacich, dale jsou zkontrolovany, zda specifikacim odpovidaji, a je hodnocen jejich
trend. Zaznamy o provedenych zkouskdch musi obsahovat zékladni tdaje o materialu nebo
vyrobku. Je nezbytné, aby zde byl uveden nazev a ¢islo materidlu nebo vyrobku, ¢islo Sarze
a vyrobce nebo dodavatel daného materidlu ¢i vyrobku. Déle je v zdznamech uveden postup
zkousSeni, odkaz na pfisluSnou specifikaci a vysledek zkousky, v€etné vypocti. V zaznamech
jsou uvedeny také pouzité pomicky a pfistroje, véetné data jejich kalibrace, jméno a podpis
pracovnikd, kteti zkousku provedli, a také podpis vedouciho odpovédného pracovnika [13],
[14].

1.4.2  Prezkoumani kvality produktu

Prezkoumani kvality vyrobki je provadéno s cilem ovétfeni ucinnosti a konzistence stavajicich
postupti a sledovani nezddoucich trendut. Je provadéno periodicky, obvykle jednou roéné, a bere
v uvahu 1 pfedchozi testovani vyrobku. Pokud jsou pii pfezkoumani nalezeny vyznamné
odchylky, neshody nebo vyrobek nevyhovuje stanovenym specifikacim, jsou piijata ndpravna
a preventivni opatieni [13], [14].

1.4.3  Systém Fizeni kvality

Systém fizeni kvality je integrovany systém, ktery zahrnuje sadu postupli a principt, které
pomadhaji jednoduse fidit chod celé organizace. Diky systému fizeni kvality jsou dodrzeny
nejvyssi pozadavky na kvalitu, Cistotu a bezpecnost ve vSech stupnich vyrobniho procesu.
Zasady Fizeni kvality udava ISO 9001 neboli CSN ISO 9001. Tato norma vyuziva procesni
piistup, ktery v organizaci umoziuje planovat procesy a jejich vziajemné vazby.
Procesni pfistup zahrnuje cyklus PDCA, v ptekladu ,,planuj, dé€lej, kontroluj, jednej®, ktery
dava moznost organizaci ujistit se, Ze pro jeji procesy jsou zajiStény a fizeny vhodné zdroje,
ze jsou urceny prilezitosti ke zlepSovani a postupuje se podle nich. Procesni pfistup také
zahrnuje zvazovani rizik, kdy jsou v organizaci urceny faktory, které¢ by mohly narusit procesy
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nebo zplsobit jejich odchyleni a zptsobit odchyleni od pldnovanych vysledki. Je nutné,
aby organizace planovala a realizovala opatfeni pro feSeni rizik a aby splnila vSechny
pozadavky dané touto normou. Tuto mezindrodni normu lze aplikovat ve vSech oblastech
podnikani, kdy systém fizeni kvality pomahd vymezovat vSechny procesy v dané organizaci.
Norma uréuje pozadované vstupy procesi a jejich oCekavané vystupy a urcuje jejich
posloupnost a vazbu. Nasledné¢ piid€luje pravomoci a odpovédnosti za fizeni téchto procesii,
vyhodnocuje je a piipadné v procesech zavadi zmény, které jsou nutné pro dosazeni
zamyslenych vysledkt. Ptinosem certifikace ISO 9001 pro danou organizaci je zajisténi,
ze organizace spliiuje nejvyssi pozadavky na kvalitu a je minimalizovano riziko vyroby
Spatného produktu. Je tak zajiSténa schopnost firmy trvale poskytovat produkty, které splnuji
prislusné pozadavky zakont a predpisti a pozadavky zékaznika [2], [15].

1.4.4 Dokumentace

Dokumentace je nezbytnou soucasti systému fizeni jakosti a dodrzeni pozadavkl spravné
vyrobni praxe. Hlavnim cilem dokumentace je zaznamendvani, monitorovani (sledovani)
aftizeni vSech Cinnosti, které pfimo nebo nepiimo ovliviiuji kvalitu konecného produktu.
Vsechny dokumenty musi byt jasné definovany, dodrzovany, kontrolovany a uchovavany.
Doba uchovani dokumentt zavisi na typu dokumentu a na ¢innosti, kterou dany dokument
dokladd. Dokumenty nesmi obsahovat chyby a musi byt dostupné v pisemné formé.
Pouzivana dokumentace se d€li na zaznamy/zpravy, instrukce (pfedpisy, pozadavky)
a specifikace [13], [14].

Zaznamy obsahuji informace o jednotlivych provedenych ¢innostech a poskytuji dikkazy o tom,
ze byly provedeny v souladu s pfedepsanymi instrukcemi. Obsahuji také historii vyrobenych
Sarzi produktt, v€etné jejich distribuci, a zahrnuji primarni data, ktera jsou pouZzivana k tvorbé
dalsich zdznamt. Zpravy dokumentuji historii provedeni jednotlivych ukolti nebo projekti
a obsahuji Setfeni s vysledky, zavéry a doporuenimi. Mezi tento typ dokumentil se fadi také
analytické certifikaty, které obsahuji souhrn vysledkil provedenych zkousek materiali nebo
produktt a hodnoti shodu vysledkil se stanovenou specifikaci [13], [14].

Instrukce zahrnuji dokumenty pro specifikaci produktu, ve kterych jsou podrobné popsany
podminky, které musi produkty spliiovat, véetné poZadavkil na obalové materidly. Do této
skupiny se fadi také vyrobni ptedpisy, pokyny pro vyrobu, zkouSeni a baleni. Jsou v nich
uvedeny podrobnosti o vSech pouzitych vychozich materidlech a obsahuji instrukce pro vyrobu,
baleni vyrobktl, vzorkovani a zkouSeni [13], [14].

Dalsi nezbytnou skupinou dokumentt jsou specifikace. Specifikace jsou vytvareny pro vychozi
latky, kone¢né produkty a obalové materialy. Specifikace pro obalové materialy a vychozi latky
obsahuji tidaje, které se 1i$i podle druhti materialti. Dokumenty musi obsahovat popis materialu,
ptedepsané postupy vzorkovani a také zkouseni, poZadavky kvalitativni a kvantitativni, véetné
limitd, a podminky skladovéani, v€etné¢ nejdelsi mozné doby skladovani. Specifikace pro
kone¢ny produkt musi zahrnovat nazev produktu, pouzit¢ materidly nebo sloZeni produktu,
udaje o obalu, predepsany postup vzorkovani a také zkouSeni, pozadavky kvalitativni
a kvantitativni, v€etn¢ limiti, podminky skladovani a dobu pouzitelnosti kone¢ného produktu
[13], [14].

Kontrolni laboratofe maji povinnost uchovavat laboratorni dokumentaci, aby byla snadno
dostupnd k ptipadné kontrole. Mezi laboratorni dokumentaci se fadi specifikace, dokumenty
uvadgjici postupy vzorkovani a zkouSeni, véetné pracovnich listi nebo laboratornich denikd,
protokoly o provedenych zkouskéch, dokumenty o kalibraci a udrzb¢é pouzivanych pfistroju
a zafizeni, protokoly sudaji o environmentdlnim monitoringu a zaznamy o validacich
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pouzivanych metod. Vysledky zkousek a environmentidlniho monitoringu musi byt
zaznamenany tak, aby bylo mozné hodnoceni trendu [13], [14].

1.4.5 Pracovnici

K provedeni vSech tukol, které patii k odpovédnosti vyrobce, je nutné dostatek
kvalifikovanych pracovniki, ktefi musi postupovat podle zasad spravné vyrobni praxe.
Pracovnici jsou pravidelné¢ a opakované podrobovani Skoleni a vycviku, ktery odpovida
provadénym ¢innostem. Skoleni se musi podrobit viichni pracovnici, jejichz innost ma vliv
na jakost produktu, véetné persondlu zajist'ujicich uklid, adrzbu nebo technické sluzby. Pokud
dany pracovnik provadi ¢innosti v Cistych prostorech, kde kontaminace pfedstavuje zavazné
ohrozeni, musi absolvovat zvlastni Skoleni. Pokud neni dany pracovnik dostate¢né proskolen,
nesmi vstupovat do prostor vyroby a kontroly kvality. [13], [14].

Pro udrzeni jakosti produktu a zabranéni kontaminace je nezbytna dikladnd osobni hygiena
personalu. Aby mohl pracovnik nastoupit do pracovniho procesu, musi se podrobit 1ékatskeé
prohlidce, podle které je urceno, zda jeho zdravotni stav nemtze ovlivnit kvalitu vyrobku.
Pted vstupem do vyrobnich prostor je nutné diikladné umyti a dezinfekce rukou. Ve vyrobnich
prostorech je nutné se pohybovat v ochranném odévu, ktery odpovida povaze provadénych
¢innosti. V prostorech uréenych k vyrobé a ke kontrole kvality je zakdzédno konzumovat
jakékoliv potraviny a napoje [13], [14].

Vedouci pracovnici odpovédni za vyrobu nebo za kontrolu kvality jsou jmenovani vysSim
vedenim. Je nutné, aby tito pracovnici byli navzidjem na sobé nezavisli. Vedouci pracovnik
odpovédny za vyrobu zajiSt'uje, aby vyroba a nasledné skladovani vyrobkl probihaly podle
patficné dokumentace a bylo dosazeno poZadované kvality. Dohlizi na dodrZzovani vSech
instrukci vypracovanych pro danou vyrobni ¢innost a zajisStuje kontrolu zdznamii o vyrob&
SarZze. Musi dohliZzet na vyrobni prostory a zatizeni a kontrolovat, zda jsou kvalifikovany,
udrZovany a €istény. ZajiSt'uje provedeni potfebnych validaci a vstupni a nasledna skoleni, které
musi absolvovat pracovnici na daném odd¢€leni. Vedouci pracovnici odpoveédni za kontrolu
kvality schvaluji nebo zamitaji propousténi materialt, meziproduktli i kone¢nych produkt
na zaklad€ zjisténého stavu. Kontroluji, zda jsou vSechny potiebné zkousky hotové
a vyhodnocuji zdznamy o zkouskach. Mezi jejich povinnosti patii schvalovani specifikaci,
zajisténi vhodnych postupti vzorkovani, postupti zkousek a vSech dalSich postupti, které souvisi
s kontrolou kvality. Zajistuji kvalifikaci a udrzbu zafizeni a prostor, a také provedeni
piislusnych validaci [13], [14].

1.4.6 Vyroba

Vyroba se fidi jednoznacnymi definovanymi postupy, pfi kterych musi byt zachovany zasady
spravné vyrobni praxe, aby konecné produkty odpovidaly pozadavkiim na kvalitu.
Dohled provadi kvalifikovany pracovnik. Podle pisemnych postupti a instrukci se fidi veskera
¢innost ve vyrobé — manipulace s materidly, meziprodukty nebo konecnymi produkty.
VSechny vstupni a obalové materidly jsou kontrolovany, aby v pfipad¢ zdvadného materidlu
nebo obalu, ktery by mohl negativné ovlivnit kone¢ny produkt, byla tato skute¢nost zjiSténa
jesté pred vstupem do vyroby. Poskozeni nebo zdvada materidlu musi byt proSetiena,
zaznamenana a nahlaSena oddéleni kontroly kvality. Razné produkty by nemély byt zpracovany
ve stejné mistnosti soub€zné nebo hned po sobé, pokud neni dokézéano, Ze takto nehrozi riziko
kfizové kontaminace nebo zamény materiali. VSechny materialy, zasobniky a zafizeni musi
byt umistény na predepsaném misté a musi byt jednoznacné Citelné oznaceny [13], [14].
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1.4.7  Cisté prostory

Cisté prostory jsou vyuzivany béhem primyslové vyroby v oblastech zdravotnictvi, farmacie,
potravinaiského primyslu, leteckého primyslu a v dalSich oblastech, kde jsou provadény
¢innosti citlivé na kontaminaci. Pro vyrobu sterilnich produkta jsou rozliSeny Ctyii tfidy Cistoty
oznacované pismeny A, B, C a D. Svétova zdravotnickd organizace (WHO) stanovuje,
ze priprava a vyroba sterilnich produkti musi byt v Cistych prostorech, které jsou navrzeny
dle pravidel spravné vyrobni praxe, kde je hlavnim kritériem zabranit kontaminaci — ¢asticové
nebo mikrobidlni. Maximalni pfipustny pocet Castic pro kazdou tiidu cistoty je uveden
v tabulce 1. Prostory musi byt navrzeny tak, aby byly dosazeny vSechny pozadované podminky
ve stavu za provozu. Proto jsou nejprve dosazeny definované tirovné¢ Cistoty ve stavu za klidu,
kdy jsou nainstalovdna v§echna provozuschopna vyrobni zatizeni, ale v prostoru neni pfitomen
zadny persondl. Pokud jsou vyrobni zafizeni v bézném provozu a v Cistém prostoru je
predepsany pocet pracovnik, jedna se o stav za provozu [16], [17].

Tabulka 1: Maximalni pripustny pocet castic na m® [17]

Ttida distoty Maximalni p¥ipustny podet ¢4stic na m3
Za klidu Za provozu
0,5 um 5,0 um 0,5 um 5,0 um
A 3520 20 3520 20
B 3520 29 352 000 2900
C 352 000 2900 3520 000 29 000
D 3 520 000 29 000 Nedefinovano Nedefinovano

Aby byla mozna vyroba sterilnich produktii, musi byt ¢isté prostory udrzovany podle vhodného
standardu &istoty (ISO 14644, resp. CSN EN ISO 14 644) a musi v nich byt definovana p¥isna
pravidla pro hygienu persondlu a sanitaci. Povrchy v téchto prostorech musi byt hladké,
neporézni a odolné, aby bylo usnadnéno jejich ¢isténi a dezinfekce. Musi vykazovat odolnost
viaci dezinfekénim prostfedkiim, jakymi mohou byt etanol nebo ultrafialové zafeni.
Tyto prostory jsou dostupné pouze propustmi pro persondl nebo materidlovymi propustmi
a pfivadény vzduch musi byt filtrovan u¢innymi filtry. K odstranéni ¢astic ze vzduchu jsou
nejcastéji pouzivany vzduchové filtry primétené ucinnosti [12].

Pro splnéni vSech pozadavkll je dulezitd pravidelna kontrola. Proto se v pravidelnych
intervalech monitoruje pocet Castic, tlakové poméry mezi mistnostmi, rychlost vymény
vzduchu, teplota, vlhkost a mikrobiologicka ¢istota. Kontrola Cistych prostor je rozhodujici
pro zajisténi vhodnych podminek pro vyrobu a pro v€asné zamezeni kontaminace.
Monitorovani by mélo byt provadéno za provozu a monitorovaci mista by méla byt uréena
na zaklad¢ analyzy rizik a vysledki, které jsou ziskdny behem klasifikace Cistych prostor.
Klasifikace cistého prostoru je stanovena na zdklad¢é Cinnosti, ktera je v daném prostredi
vykonavana. Klasifikace ¢istych prostor je uvedena v CSN EN ISO 14 644-1 [6], [7], [12], [16].

Mikrobiologickou kontrolu je nutné provadét v pravidelnych intervalech, kdy je zjistovano,
zda nejsou piekroceny predepsané primérné pocty mikroorganismi v danych tfidach cistoty.
Postupy vzorkovani by nemély byt v rozporu s piislusSnymi pozadavky na ochranu prostor
a produktii. Pro vysledky monitorovani se urcuji varovné limity a méla by byt stanovena
nasledna napravnd opatieni pro piipad piekroCeni danych limitd. Doporucené limity
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pro mikrobiologickou kontaminaci Cistych prostor ve stavu za provozu jsou uvedeny

v tabulce 2 [7], [17].

Hodnota CFU udavéd pocet jednotek tvofici kolonie a je pouzivana k vyjadfeni poctu

mikroorganismi v jednotkach CFU/m?, CFU/100 cm?, CFU/g, CFU/ml a podobné.

Tabulka 2: Maximalni pripustné hodnoty mikrobiologické kontaminace v cistych prostorech [17]

Trida Limity pripustné mikrobiologické kontaminace
Vzorkovéni Petriho miska | Kontaktni desky
vzduchu (primér 90 mm) | (pramér 55 mm)
CFU/m3 CFU/4 hodiny CFU/deska
A <1 <1 <1
B 10 5 5
C 100 50 25
D 200 100 50

1.4.7.1 Cisténi &istych prostor

Cistota vyrobnich zafizeni, nastroji a voziki, které jsou pfesouvany do &istych prostor, je velice
dilezita, protoze pokud tyto predméty nejsou fadné dezinfikovany, mize dojit ke snadnému
transportu mikroorganismi do Cistych prostor. Necistoty, otisky prsti, ale 1zbytky
dezinfekénich prostfedki mohou vytvaret vhodna stanovi§t¢ pro rozmnozovani
mikroorganismti. Ci§téni je provadéno za Gidelem sniZzeni pravdépodobnosti mikrobialni
kontaminace v Cistych prostorech a snizuje riziko kontaminace vyrobki béhem vyroby. Postup
CiSténi, dezinfekce a sanitace Cistych prostor je provadéno podle pisemnych postupt a je
kritickou soucasti fizeni procesu vyroby ptedevSim zdravotnickych prostiedkli. Spolehlivost
postupil sanitace se zjiStuje analyzou dat, kterd jsou ziskana v pfedem danych pravidelnych
intervalech béhem environmentalniho monitoringu. Z povrchii a predmétii, které maji byt
dezinfikovany, musi byt nejprve odstranén jakykoliv cizi material, aby dezinfekce byla Gi¢inna.
Pokud neni cizi material odstranén, mlze zabranit kontaktu dezinfekce s mikroorganismy
a znehodnotit tak cely proces dezinfekce. Je nezbytné, aby cisténi bylo provadéno podle
pisemnych postupil, aby se odstranily vSechny zdroje necistot. Sanitace musi byt provedena
za kazdych okolnosti i v ptipadé, ze necistoty nejsou viditelné pouhym okem. Porézni a t€Zko
mikroorganismi, proto je dulezité tyto oblasti pravidelné a dikladné sledovat v ramci
monitorovani ¢istych prostor [6].

Pted pouzitim musi byt dezinfekéni prostfedek validovan. Validace prokazuje ucinnost
dezinfekcnich ¢inidel a pouzivanych postupti €isténi. Pro kazdy dezinfekéni prostfedek jsou
ur¢eny nasledujici parametry: koncentrace ptipravku, kterd méa byt pouzita, doba kontaktu
s povrchem, postup ¢isténi danym prostiedkem, toxicita piipravku a vliv organickych latek
na jeho ucinnost. Testovani se provadi na mikrobiologickych kulturach a mikroorganismech,
které jsou pfitomny v prostiedi, kde ma byt dany dezinfekéni prostfedek pouzivan.
Pocet usmrcenych mikroorganismll zavisi na typu a koncentraci dezinfekéniho prostiedku,
dobé¢ plisobeni, vychozim poctu neboli trovni kontaminace, druhu mikroorganismi, ochranném
vlivu prostiedi a na teploté [6].
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1.4.8 Zdroje kontaminace

Zdroje kontaminace v Cistém prostfedi se déli na primarni a sekundarni. NejvyznamnéjSim
primarnim zdrojem kontaminace jsou zejména lidé. Tento zdroj je silné¢ proménlivy.
Mikroorganismy se $ifi vzduchem nebo piimym kontaktem, nebot’ se vylucuji z ktize, sliznic,
vlast a o¢i. Pro minimalizaci rizika kontaminace ¢lovékem je nezbytné dodrzovat vSechny
piedpisy, které zahrnuji pozadavky na odév persondlu a hygienu. Pfedpisy se li§i na zaklad¢
konkrétniho cCistého prostoru v zavislosti na tom, k cemu pfislusny cCisty prostor slouzi.
Dal$im primarnim zdrojem kontaminace je voda, kterd je ideadlnim mistem pro vyskyt
amnozeni mikroorganismti. Je proto dulezit¢, aby byla pravideln¢ kontrolovana.
Mezi sekundarni zdroje se fadi vzduch, povrchy, materialy a prostfedi. Ve vzduchu se mohou
mikroorganismy spojit s prachovymi ¢asticemi, v tomto piipad¢ jsou téz§i a mohou se snadnéji
usazovat. V Cistych prostorech je vzduch filtrovan, aby se snizil pocet mikroorganismu
ve vzduchu a zamezilo se kontaminaci. Dal§im vyznamnym zdrojem kontaminace jsou
povrchy. Mikroorganismy se na né¢ prenasi z osob, které se jich dotykaji, nebo muze dojit
k depozici neboli usazovani ze vzduchu. Pokud je povrch naro¢ny na udrzbu, nelze ho snadno
dezinfikovat a Cistit. Pak tento typ kontaminace ptedstavuje vyznamné riziko [5], [6].

1.4.9 Kontrola oblasti nachylnych ke kontaminaci

Primarnim zdrojem kontaminace v Cistych prostorech je personal, ktery vylucuje a Sifi
podstatné mnoZzstvi mikroorganismi, ale také nezivych castic. Persondl musi byt fadné
proskolen a musi dodrzovat v§echny dané pozadavky uréené spravnou vyrobni praxi.

DodrZovani pokynti ohledné obleceni a hygieny persondlu je pravidelné& kontrolovano. V ramci
mikrobiologického monitorovani jsou odebrany vzorky z odévil a otiskl prsti. K odbéru se
pouzivaji kontaktni agarové desticky, které jsou nasledné kultivovany a vyhodnoceny.
Cilem kontroly je vyhodnoceni potencidlniho rizika persondlu ovlivnit kvalitu kone¢ného
produktu. Voda je dalS§im zdrojem mikrobialni kontaminace. PouZiva se k vyrobnim uc¢ellim,
je pfitomna 1 v systému vzduchotechniky a v nékterych ptipadech se pouzivd v procesech
¢iSténi a oplachovani zatfizeni nebo k umyvani rukou. Pfedstavuje vhodné misto pro mnoZeni
mikroorganismii a riziko vzniku zdroje kontaminace. Proto je pravidelné odebirana
a analyzovana za icelem stanoveni mikrobiologické kvality. Rozbor vody je provadén v ¢istych
prostorech, aby se zabranilo vzniku vnégj$i kontaminace odebraného vzorku. Odbér vody
je provadén v pravidelnych intervalech, které jsou urcené podle specifikace daného produktu.
Vzduch je jednim z hlavnich zdroji sekundarni mikrobidlni kontaminace. Je kontrolovan
vramci environmentdlniho monitoringu, kdy je v pravidelnych intervalech sledovéna
koncentrace Zivych i nezivych ¢astic ve vzduchu. Kontrola se provadi podle pisemnych plant
a jeji frekvence zavisi na typu vyroby, vyrobnich prostorech a specifikacich daného vyrobku.
Cilem kontroly vzduchu je minimalizovat riziko sekundarni kontaminace vyrobku. Dalsi oblast
nachylnou na kontaminaci pfedstavuji povrchy, na kterych se lehce mohou usazovat
mikroorganismy, ale také nezivé Ccastice. Jsou kontrolovany zejména ty povrchy,
které ptichazeji do styku s materidlem nebo produktem a mohly by v ptipadé¢ vyskytu
nezadoucich mikroorganismi negativné ovlivnit kvalitu hotovych produkti [5], [6], [7].

1.4.10 Vnitini inspekce

Vnitini inspekce jsou pravidelné provadény za ti€elem stalé kontroly dodrzovani a plnéni zasad
spravné vyrobni praxe. Slouzi také k navrZeni potfebnych napravnych opatieni. Vnitini
inspekce posuzuje, jestli vSechny oblasti spliuji zdsady spravné vyrobni praxe a jsou v souladu
se zasadami zajiSténi kvality. Inspekce se ftidi podle piedem stanoveného planu
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a v pravidelnych ¢asovych intervalech provétuje pracovniky, dokumentaci, kontrolu zajisténi
kvality, vSechny vyrobni postupy, distribuci nebo pitipadné stahovani vyrobka z trhu
a vyfizovani reklamaci. Vnitini inspekce musi byt provedena nezéavisle uréenymi pracovniky
zavodu nebo externimi odborniky. V piipadé, Ze je inspekce provedena externimi odborniky,
jedna se o audit. O vnitini inspekci musi byt pofizeny zdznamy, které obsahuji vSechna zjisténi
provedena béhem inspekce a ndvrhy napravnych opatieni. VSechna uskuteCnéna opatifeni
na zéklad¢ inspekce musi byt vedena ve form¢ pisemnych zprav [13], [14].

1.5 Plan monitoringu

Plany monitoringu jsou nezbytné pro spravné provedeni environmentalniho monitoringu a jsou
sestaveny tak, aby bylo shromazdéno dostatek informaci pro zhodnoceni po¢tu mikroorganismi
ve vzduchu a na povrchu a pro hodnoceni rizika kontaminace. V planu jsou uvedeny nésledujici
parametry: bezpecnostni opatfeni a pokyny pro personal, vhodny typ monitorovaci metody
pro dany prostor, ¢etnost monitorovani (napiiklad jednou za mésic, jednou za rok), vybér
monitorovanych mist, mapa ukazujici mista odbérti vzorkl, materidly a pomticky potiebné
pfi monitoringu, podminky pfi odbéru a postup odbéru vzorku a manipulace se vzorkem,
podminky laboratorniho prostfedi, vhodna kultivaéni média, inkuba¢ni podminky a doba
inkubace. V ramci planu jsou uvedeny také limity, postup hodnoceni ziskanych dat,
dokumentace a vhodna napravna opatieni pii prekroceni danych limita [5], [12].

1.5.1 Vybér odbérovych mist

Vybér mist, kde bude vzorek odebirdn, je stéZejni pro minimalizaci rizika mikrobidlni
kontaminace a pro zajiSténi kvality kone¢ného produktu. Mista jsou vybrana na zakladé
hodnoceni vSech procest a ¢innosti, které v daném vyrobnim prostoru probihaji. Je tfeba urcit,
kterd mista mohou pfispé€t k potencidlni mikrobidlni kontaminaci produktu, a také mista,
ktera jsou v pfimém kontaktu s materidlem nebo kone¢nym produktem. Sleduji se mista, ktera
vykazuji trvale vyS$i vyskyt mikroorganismii. Aby je bylo mozné identifikovat, je potieba
zpoCatku provést odbér dostatecného mnozstvi vzorkli a hodnoceni casové néarocnou
kvalifika¢ni studii. Délka studie je urcena potfebou ziskani dostatecnych udaji o mistech
a Cetnosti odbéru vzorkii. Urené povrchy s vyS§im vyskytem mikroorganismli je tfeba
zahrnout do planu monitoringu a pravidelné je kontrolovat. Vybrana odbérova mista jsou
zapsana do planu se specifickym oznacenim a musi byt podrobné popsana a zdiivodnéna,
aby bylo umoznéno opakované vzorkovani dané¢ho mista. Mista jsou také zakreslena do mapy
vyrobniho prostoru, kteréd je nezbytnou soucésti planu monitoringu [6], [8].

1.5.2 Frekvence odbéru

Frekvence odbéru vzorkil v rdmci environmentalniho monitoringu je zalozena na klasifikaci
prostoru a aktivité¢, kterd v daném prostoru probihd, a méla by odpovidat regulacnim
doporuéenim pro danou troveti kontrolovaného prostiedi. Cetnost odbérii je uréena na zakladé
kvalifika¢ni studie, kdy jsou sledovéna mista s trvale vys§im vyskytem mikroorganismda.
Frekvence se pohybuje od dennich odbérit az po odbéry, které jsou provadény jednou za tii
mésice. Cetnost odbérii zavisi na vyrobnim procesu, specifikaci vyrabéného produktu,
konstrukci kontrolovaného prostoru, pouzivanych zatizenich, pfitomnosti lidského faktoru
a historii monitorovani. Po vyhodnoceni vSech faktorti je frekvence monitorovani zaznamenana
do plant, kde musi byt podrobné popsana a zdivodnéna. Denni kontroly jsou provadény
u produktt, které jsou nachylné k mikrobidlni kontaminaci a je zapotiebi kontrolovat kazdou
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Sarzi daného produktu. Monitorovani sleduje vyvoj mikrobidlni kontaminace, snazi se
identifikovat nepiiznivé trendy a optimalizovat celé fizeni procesu. Je sledovano, zda se pocty
mikroorganismi v prub¢hu casu snizuji nebo zvySuji, coz mize znamenat selhani procest,
a je tfeba identifikovat, pro¢ doslo ke vzniku téchto neptiznivych zmén. Musi byt vyhodnoceno,
zda dané zmény maji vyznamny dopad na kvalitu produktu a zda nenarusuji fizené procesy [6],

8].

1.5.3 Stanoveni varovnych a limitnich hodnot

Varovné a limitni hodnoty jsou stanoveny po odbéru vzorkd, jejich analyze a sledovani trendu
hodnot ziskanych b&hem kvalifikaéni studie. Udaje ziskané pii studii jsou pouZity k uréeni
trendu a nasledné jsou stanoveny limity pro environmentalni monitoring na zékladé specifikaci
a regulaci. Pokud je béhem environmentdlniho monitorovéani zjisténo, ze jsou varovné nebo
limitni hodnoty pfekroceny, indikuje to nesoulad systému a provadénych procest a je tfeba
pouzit odpovidajici napravna opatieni [6], [8].

1.5.4 Napravna opatieni

Pti prekroceni varovnych nebo limitnich hodnot je tfteba postupovat podle napravnych opatieni.
Tato opatfeni nejCastéji zahrnuji dodatecné ¢isténi a dezinfekci, pfezkoumani Cisticich postupt
a jejich provedeni v souladu s pisemnymi postupy, srovnani historickych dat a dodate¢né
testovani produkti. Dale jsou pfezkoumdny a opakovany sanitaéni postupy a v piipadée selhani
pracovniki je provedeno odpovidajici Skoleni. Pokud nastane podezieni, ze byla ohroZena
kvalita produktu, je tfeba odebrat jeho vzorek a otestovat, zda doslo k jeho poSkozeni nebo
kontaminaci. V tomto pfipad€¢ jsou podeziel¢ Sarze vyrobku pozastaveny a dokud neni
dokonceno testovani, nemtize byt vyrobek dale propustén [6], [8].

1.6 Monitorovaci metody

Cilem monitorovani Cistych prostor je urcit pocet mikroorganismil nebo jinych nezivych castic,
které jsou zde pfitomné. Monitorovani je provadéno podle konkrétniho planu, ktery odpovida
danym prostortim, a vzorky jsou odebirdny na mistech ur¢enych v planu monitoringu. Vybér
metody a Cetnost monitorovani zavisi na typu provozu, ktery je kontrolovan, a na mnoZzstvi
potiebnych dat ke kontrole. Vzorky jsou odebirany proSkolenym personalem, aby bylo sniZzeno
riziko falesné pozitivnich vysledki a riziko kontaminace produktu [5], [6], [18].

1.6.1 Pocet mikroorganismii ve vzduchu

Monitorovani mikroorganismil pfitomnych ve vzduchu dokumentuje zmény kvality ovzdusi
a ptipadnou kontaminaci v priibéhu ¢asu. Castice ze vzduchu jsou odebirdny aktivnim nebo
pasivnim vzorkovanim, kdy vybér metody zavisi na pozadavcich a cilech monitoringu.

Pii aktivnim vzorkovani je pouzivano nékolik typt vzorkovacl. Nejcastéji je pouZzivan
vzorkovac, ktery pomoci ¢erpadla shromazd'uje mikroorganismy pfitomné v daném objemu
vzduchu. Odebrany objem vzduchu obvykle odpovidéd jednomu metru krychlovému a vysledky
jsou vyjadieny jako pocet jednotek tvoiicich kolonie na jeden metr krychlovy neboli CFU/m3.
Mikroorganismy jsou na zakladé pouZitého vzorkovale zachytdvany na sbérné médium,
pfesnéji agarové prouzky, nebo Petriho misky s kultivaénim médiem. Po odebrani vzorku
je sbérné médium inkubovdno a jsou pozorovany vzniklé kolonie. K odbéru vzduchu je
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pouzivan napiiklad aktivni vzorkova¢ Air Sampler od znacky Millipore, viz obr. 2, ktery
vyuziva odstfedivou silu. Vzduch je nasdvan do rotacni hlavice a je urychlovan.
Mikroorganismy, které se nachazi v proudu vzduchu jsou zachyceny na agarové prouzky neboli
stripy, viz obr. 3, které jsou inkubovany, a po inkuba¢ni dob¢ jsou odeCteny narostlé kolonie.
Vysledky jsou vyjadieny v jednotkach CFU/m3 [5], [6], [7].

High Flow Touch

Obrazek 2: Millipore RCS High Flow Touch — pristroj pouzivany pro aktivni vzorkovani [19]

Obrazek 3: Agarovy strip pro stanoveni poctu bakterii ve vzduchu [20]

DalSim typem vzorkovace, ktery je v Cistych prostorech pouZzivan, je impaktni vzorkovac
vzduchu, ktery je zaloZeny na principu vzorkovani vzduchu stérbinou. Tento typ vzorkovaci je
obvykle pouZivan pro nepfetrzité vzorkovani v Cistych prostorech vysoké tfidy Cistoty.
Vzorkovac¢ vysokou rychlosti nasava vzduch velmi tzkou vstupni $térbinou. Mikroorganismy
a Castice pritomné ve vzduchu poté dopadaji na povrch Petriho misky, ktera je umisténa uvnitt
vzorkovace. V nékterych ptipadech se Petriho miska ve vzorkovaci otaci a zajisStuje se tak
dopad vzduchu vZdy na €isty povrch agaru. Tato technologie vyrazng snizuje pravdépodobnost
zdvojeného dopadu mikroorganismi. Jednd se o jev, kdy dva mikroby na plochu agaru
v Petriho misce pfistanou zaroven na stejné misto a poté se jevi jako jedna kolonie [6], [21].
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K aktivnimu odbéru vzorki v €istych prostorech miize byt pouzit také vzorkovac s zelatinovym
filtrem. Zelatinové filtry jsou uréeny vyhradné k detekci a analyze mikroorganismi ze vzduchu.
Tyto filtry zadrzuji bakterie a plisné ze vzduchu a jsou ucinné také pro sbér a detekci virt.
Vzorkovac s zelatinovym filtrem vyuziva vyvévu, ktera je napojena na prodluzovaci hadici,
na jejimz konci je umistén adaptér s zelatinovym filtrem. Prvni moZznosti je po odbéru vzorkt
zelatinovy filtr umistit pfimo na agarovou zivnou plochu do Petriho misky, kdy se Zelatina
na vlhkém povrchu agaru rozpusti, takze jsou mikroorganismy v ptimém kontaktu s Zivinami.
Nasledné se Petriho misky inkubuji a po urc¢ené dobé se spocitaji kolonie. Jedna se o piimou
metodu. Druhou pouzivanou metodou, nazyvanou nepiimé metoda, je rozpusténi zelatinového
filtru ve sterilnim roztoku (pouzivan je napiiklad fyziologicky roztok) a nasledné naneseni
na agarové médium [6], [22].

Pfi pasivnim odbéru vzorka ze vzduchu jsou pouzivany usazovaci misky s agarem, které
detekuji mikrobidlni kontaminaci pfenasenou proudem vzduchu. Jednd se o pasivni metodu
vzorkovani, kdy jejim principem je sedimentace mikroorganismil ze vzduchu na otevienou
Petriho misku, kterd obsahuje Zivné médium. Oteviené usazovaci misky jsou umistény
na uréené misto podle pldnu monitoringu. Béhem odbéru je nezbytné chranit Petriho misku
pred ndhodnou kontaminaci, proto byva umisténa na dno plastové roury s vyskou minimalné
40 cm. Po skonceni expozice je Petriho miska zakryta vickem. Nasledné jsou usazovaci misky
inkubovany a je sledovan rist a pocet kolonii. Vysledek je uveden jako pocet mikroorganismil
usazenych za jednotku ¢asu nebo pocet mikroorganismil v dané usazovaci misku [5], [7].

1.6.2  Pocet mikroorganismii na povrchu

Monitorovani mikroorganismut v Cistych prostorech na povrchu, ktery je ve styku s materidly
nebo piimo vyrobky, je stéZejni pro zabranéni kontaminace vyrobkl, sniZeni rizika
kontaminace a zajisténi kvality a bezpecnosti vyrobkil. V Cistych prostorech jsou vzorky
z povrchll odebirany riznymi metodami. Odbér vzorku je podle potieby proveden bud
za provozu, nebo po dokoncéeni vyroby, aby se minimalizovalo riziko kontaminace vyrobki
a materidlll pfi odbéru. Vzorky z povrchil jsou odebirany otiskem nebo stérem.

K odbéru vzorki otiskem z povrchi se pouzivaji otiskové neboli kontaktni desticky, viz obr. 4,
které obsahuji sterilni kultivaéni médium. Stanoveni poctu mikroorganismu funguje na principu
otisku testované plochy na agarovou desticku. Desticka je inkubovdna a po piedepsané
inkubaéni dobé jsou odecteny narostlé kolonie. Zjistény pocet kolonii je pfepocitan podle
plochy pouZité kontaktni destiCky, kdy klasicka kontaktni desticka ma povrchovou plochu
25 cm?, a vysledek je vyjadien jako pocet kolonii na 100 cm?. [5], [7], [8], [18].
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Obrazek 4: Kontaktni desticka [23]

V ptipad€ odbéru vzorki z nerovnych a zaktivenych povrchli nebo mist s malou povrchovou
plochou jsou vzorky odebrany metodou stéru. Pfi této metod¢€ jsou pouzivany sterilni tampony
zriznych materidld jako je bavlna, polyester, umélé hedvabi a dalSich materialt.
Vybér vhodného tamponu zavisi na vlastnostech povrchu, z kterého bude vzorek odebran.
uroven ¢astic, které by se mohly pii odbéru uvolnit. Tampon je zobrazen na obrazku 5. Tampon
je pfed odbérem navlhéen vhodnym médiem, naptiklad fyziologickym roztokem, ale nesmi byt
nasyceny, aby nedoSlo k rozneseni roztoku po povrchu, ze kterého je vzorek odebiran.
Po navlhéeni je proveden stér z uréené oblasti, obvykle oblasti o povrchové plose 25 cm?,
linedrnimi prekryvajicimi se tahy podle planu vzorkovani, viz obr. 6. Nasledné je tampon
extrahovan pro dalsi analyzu nebo je proveden roztér na agar v Petriho misce [5], [7], [18], [25].
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Obrdazek 5: Tampon pouzivany pri vzorkovani povrchii stérem [24]
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Stér 1

Krok 1 Krok 2

Provedeni stéru
v opacném sméru VVVVVVVVY

Krok 2 \Q
Provedeni stéru
v opacném sméru \

Obrazek 6: Plan odebirani vzorkit metodou stéru [25]

Stér 2

Krok 1

\|\4 VVVVVVVYVY

1.7 Testovani biozatézé vyrobku

Pojem biozatéz neboli bioburden vyjadiuje koncentraci nebo mnozstvi zivotaschopnych
mikroorganismd, které se vyskytuji na vyrobku nebo v ném, a pouziva se k popisu mikrobidlni
kontaminace produkti. Testovani biologické zatéze je vyuzivano pii pribézném monitorovani,
pfi kontrole vyrobnich procest, pfi hodnoceni G€innosti €isticich procest, hraje dileZitou roli
pti validaci sterilizacnich procesi a je soucasti programu monitorovani prostfedi. Pokud dojde
k ptekroc¢eni limitnich hodnot pfi environmentdlnim monitoringu je testovani pouZivano
k ovéteni, zda nedoSlo také ke kontaminaci daného vyrobku. Pojem biozatéZ je nejCastéji
spojovan s testovanim farmaceutickych produktii za ucelem kontroly kvality a ovéfeni,
zda produkty spliiuji vSechny pozadavky. Mikrobialni znecisténi na vyrobku miize pochazet
z vice zdrojli, proto je kontrola mikroorganismii provaddéna béhem vyroby, zpracovani
a kontrolovan je také hotovy vyrobek. K urceni mikrobialniho znecisténi nelze pouzit jednu
univerzalni metodu vzhledem k velkému mnoZzstvi a rozmanitosti materidli a vyrobku. Proto je
vhodna metoda pro uréeni po¢tu mikroorganismi stanovena podle typu vyrobku nebo materialu
a podle typu ur¢ovanych mikroorganismil. Cilem méteni biologické zatéZe je urceni celkového
poctu ptirozené se vyskytujicich mikroorganismul na vyrobcich pted jejich kone¢nou sterilizaci
nebo pouzitim. Testovani biologické zatéze zdravotnickych vyrobkil se fidi podle normy
ISO 11737, resp. CSN EN ISO 11737-1:2018. Norma specifikuje pozadavky, které je potieba
splnit pro stanoveni biologické zatéze, a popisuje metody, které jsou vhodné pro splnéni vSech
pozadavku [11], [26], [27].

1.7.1  Metody testovani biologické zatéZe vyrobku

K urceni biologické zatéze je pouzit cely vyrobek nebo jeho vzorova Céast oznaCovand
v anglictiné zkratkou SIP, tj. podil vzorku. Tato ¢€ast vzorku musi byt reprezentativni.
Odbér smésného vzorku musi byt proveden z riznych ¢asti vyrobku a z nékolika stejnych
vyrobkl. Prvni pouzivanou metodou je metoda otisku na tuhé kultivaéni médium, kdy je

22



agarova destiCka pritisknuta na povrch vzorku tak, aby kultivaéni médium zachytilo
zivotaschopné mikroorganismy pfitomné na vyrobku. Otiskovd neboli kontaktni desticka
je dale inkubovana a po dané dob¢ je spocitan pocet narostlych kolonii. Zjistény pocet kolonii
je prepocitan podle plochy pouzité kontaktni destiCky, kdy klasickd kontaktni desti¢ka ma
povrchovou plochu 25 cm?, a vysledek je vyjadien jako pocet kolonii na 100 cm?.
Dalsi pouzivanou metodou je zalévani kultivaénim médiem. Prvnim krokem je navazeni
uré¢eného mnozstvi vyrobku, kdy vzorky z vyrobku jsou odebrany nahodné. Po vlozeni
do sterilniho sacku je odebrany vzorek smichén se suspenzi kapaliny (napiiklad fyziologicky
roztok) a je protfepan po dobu 180 sekund. Dany objem suspenze je pipetovan na Petriho misku
a je zalit rozehfatou agarovou pudou (45 °C). Pouzivan je nejcastéji Sabouraduv agar
pro kvasinky a plisné, viz obr. 7, a CASO (Tryptic soy agar) agar pro bakterie. Po promichani
a zatuhnuti smési jsou Petriho misky vloZeny do inkubétoru a po dané dobé jsou spocitany
vzniklé kolonie [26], [27].

Obrazek 7: Zalévani vzorku agarem (Sabouraditv agar)

1.8 Zakladni pojmy pro mikrobiologické testy

1.8.1  Kultivace mikroorganismii

Pojem kultivace je v mikrobiologii definovan jako cilené rozmnozovani, péstovani a udrzovani
mikroorganismii na Zzivnych pidadch za laboratornich podminek. Kultivace patii mezi
nejrozsitenéjsi diagnostické metody piimého urceni bakterii, kvasinek a plisni. Bakterie se
v ramci kultivace nachéazeji v uméle vytvofeném prostiedi, ve kterém jsou totozné podminky
jako v jejich pfirozeném prostiedi, proto maji idealni podminky k rozmnozovani a ristu.
Rist bakterii 1ze popsat tzv. ristovou kiivkou, viz obr. 8. Riistova kiivka je definovana jako
vztah riznych stadii ristu bakterii v pribéhu ¢asu a sklada se ze ¢tyt fazi — klidova faze, log faze
neboli faze exponencidlni, stacionarni faze a faze odumirani [28], [29].
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Schéma rastové krivky mikroorganismu
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Obrazek 8: Riistova kirivka [30]

K optimalnimu ristu a mnozeni bakterii musi byt splnény zédkladni podminky, mezi které patii
dostate¢ny zdroj zivin a latek pottebnych k ristu butiky, dostate¢na vlhkost pady, vyhovujici
pH (vétSina bakterii potfebuje k rGstu neutrdlni pH) a vhodna atmosféra pro pfislusny typ
bakterii - aerobni a fakultativné anaerobni, anaerobni, mikroaerobni. Pouzité zivné ptidy musi
obsahovat vyuzitelné zdroje energie a vyzivy a musi spliiovat naroky daného mikroorganismu
na vyzivu. Mezi dalsi dalezita kritéria pro rist patii kultivacni teplota a délka kultivace [28],
[29], [31].

1.8.2  Optimalni kultiva¢ni doba a teploty kultivace

Kazdy mikroorganismus m4 jiné pozadavky na teplotu prostiedi, pti které roste. Pfi minimalni
rastové teploté se mikroorganismus zacind rozmnoZovat, k nejrychlejSimu mnoZeni a riistu
dochazi pti optimalni ristové teplot¢ a k zastaveni rustu a déleni dochazi pii dosazeni
maximalni rustové teploty. Optimalni teplota kultivace bakterii je 33 - 38 °C a teplota
pro kultivaci plisni odpovida 22 - 28 °C. Nekteré bakterie rostou i pifi nizSich teplotach,
pfikladem téchto bakterii jsou Listerie nebo Pseudomonddy. Délka kultivace se 1isi podle
daného mikroorganismu nebo skupiny mikroorganismli. VétSina aerobnich a fakultativné
aerobnich bakterii je kultivovana po dobu 16 - 48 hodin. Plisné&, kvasinky a anaerobni bakterie
se kultivuji po dobu 2 - 5 dnl. V zavislosti na piislusném organismu, pouzité¢ zivné pude
a pouzité ockovaci metod¢ jsou zvoleny podminky kultivace (teplota, délka kultivace) a zivna
puda je inkubovéana v termostatu za optimalni teploty ristu pfislusSného mikroorganismu. Pfi
kultivaci je dilezité, aby beéhem ockovani mikroorganismi do zivné sterilni pady prace
v laboratofi probihala za aseptickych podminek a predeslo se kontaminaci cizimi
mikroorganismy z okolniho prostfedi. Vniknutim nezddoucich mikroorganismii by doslo
ke znehodnoceni a zkresleni vysledk kultivace [28], [31], [32].
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1.8.3  Kultivaéni pidy

Kultivaéni pltdy jsou v mikrobiologickych laboratofich pouzivany ke kultivaci,
pfi diagnostickych metodéach, k identifikaci mikroorganismi a urceni jejich vlastnosti.
Poskytuji mikroorganismim vhodné podminky a dostatek zivin pro jejich rist a déleni.
Vlastnosti kultivacni plidy by se mély co nejvice blizit k vlastnostem ptirozeného prostredi, kde
se mikroorganismus bézné vyskytuje, a poskytnout tak optimalni podminky pro jeho rust
a déleni. Kultiva¢ni piidy lze rozdélit podle nékolika kritérii [32], [33].

Déleni podle pirvodu

Podle piivodu se kultivacni pidy déli na pfirozené a syntetické. Pudy pfirozené byly
ke kultivaci pouzivany pfed mnoha lety, dnes je nahradily pidy syntetické neboli umélé [33].

Déleni podle konzistence

Tekuté — slouzi k pomnozeni bakterii, které maji kvili konzistenci lepsi pfistup k zivinam
a vodég. Jejich pritomnost se projevuje zakalem pudy nebo sedimentem. Tento typ pud nelze
vyuzit k pfimé identifikaci bakterii, jelikoZ nelze rozeznat, zda se jedna o smées nebo Cistou
kulturu. Do tekutych pid se fadi naptiklad bujon.

Pevné — tento typ pid je v mikrobiologickych laboratofich vyuzivan nejcastéji.
Rist mikroorganismil se projevuje tvorbou kolonii, které 1ze déle identifikovat a pozorovat
na nich jejich typické vlastnosti. Pevné pudy se vyuzivaji pti diagnostice, identifikaci bakterii
a ureni morfologie bakterii. Jsou pfipravovany z pid tekutych ptidanim 1 - 2 % agaru, ktery
pfi teploté kolem 40 °C tuhne.

Polotekuté —jedna se o pidy tekuté s malym podilem agaru. VyuZivaji se k pomnoZeni bakterii,
které jsou naro¢né na podminky [29], [31], [33].

Déleni podle funkce

Zakladni — za zékladni piidu je povaZovan masopeptonovy bujon, ze kterého se pfipravuji jiné
typy pud. Bujon obsahuje masovy extrakt, pepton (polypeptid) a NaCl. Zakladni pidy jsou
vyuzivany k pomnoZovani a ristu mikroorganismil.

Diagnostické — slouzi k odliseni a identifikaci jednotlivych druhti nebo rodii bakterii a k uréeni
jejich vyznamnych vlastnosti. Jsou vytvofeny ze zdkladni pidy a ze slozek, které podléhaji
preménam vlivem metabolismu bakterii. Mezi pudy diagnostické patii naptiklad krevni agar.

Selektivni — v jejich sloZeni jsou ptitomny latky, které potlacuji neboli inhibuji rist urcitych
skupin bakterii, a naopak podporuji rist vybranych bakterii.

Selektivné diagnostické — funguji na principu selektivnich a diagnostickych pid, jsou jejich
kombinaci. Obsahuji selektivni slozku, inhibitor, ktery brani ristu neZadoucich
mikroorganismi, a sloZzku diagnostickou, ktera slouZzi k identifikaci jednotlivych druhti nebo
rodii bakterii. Selektivné diagnostické pudy podporuji rtist urCovanych mikroorganismu
a inhibuji rGst mikroorganismt nezaddoucich.
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k pomnoZeni bakterii, které jsou ve vzorku obsazeny v malém mnozstvi.

Transportni — slouzi pro piepravu vzorkil do laboratofe. Obsahuji minimalni mnozstvi zivin
potiebnych pro pteziti bakterii pfi presunu do laboratote [31], [32], [33].
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Piiklady pouZivanych pid

Masopeptonovy bujon tvofti zaklad vétSiny dalSich ptd a je pouzivan k pomnozovani a ristu
mikroorganismli. Obsahuje masovy extrakt, pepton a 0,5 % NaCl. Rozmezi pH
masopeptonového bujonu se pohybuje mezi 7,2 - 7,4. Bujon ma zlutohnédou barvu a je Ciry.
Rist mikroorganismu se v bujonu projevuje zakalenim, sedimentem nebo blankou na povrchu
[32], [33].

Caso agar je pouzivan ke kultivaci stfedn¢ narocnych a nenarocnych mikroorganismi.
Obsahuje kaseinovy a sojovy pepton a ma celou fadu vyuziti, jelikoz obsahuje dostatek zivin
pro rist Siroké §kaly mikroorganismu. Je pouzivan naptiklad pro skladovani kultur, ur¢eni poctu
mikroorganisml nebo pomnozeni mikroorganismu [34].

Sabouradova puda je agar svétle Zlutého zbarveni. Je ur€en pro kultivaci plisni a kvasinek,
jelikoz pro bakterie je pfilis chudy na ziviny. Obsahuje cukry, které jsou potfebnym zdrojem
energie pro rust mikroorganismt, a také antibiotika — chloramfenikol, ktery zabrafuje
prerustani bakterii [33].

Krevni agar je v mikrobiologickych laboratotich nejuzivanéjsi ptida pfi diagnostice. Krevni
agar je vhodny pro kultivaci vétSiny bakterii a 1ze na ném rozlisit rizné typy hemolyzy (rozpad
cervenych krvinek, pii kterém se uvoliiuje krevni barvivo hemoglobin). Je sloZen z Zivné pidy,
sterilni, 5 - 10 % defibrinované krve (ov¢i, koniské, berani) a agaru. Krevni agar je pfipravovan
z agarového zakladu, ktery se rozvafi a je sterilizovan v autokldvu. Po sterilizaci a ochlazeni
na 45 - 55°C je k agaru ptidano 5 — 10 % sterilni defibrinované krve a po homogenizaci je pida
rozlita na Petriho misky, kde se necha zatuhnout [32], [33].

Mosselova obohacena puda je selektivni médium pouzivané pro detekci bakterii celedi
Enterobacteriaceae, do které se zatazuje naptiklad Escherichia coli. Pepticky rozklad Zivocisné
tkan¢ a dextréza poskytuji Ziviny pro rist t€chto bakterii. Brilantova zeleii a hovézi ZIu¢
zabranuje rastu jinych bakterii, proto se tato puda fadi mezi selektivni. Je pouzivana
pfi kontrolach zdravotnickych vyrobki, potravin, ale také krmiv pro zvitata [35].

Endova puda se fadi mezi selektivné diagnostické pidy. Obsahuje laktdézu a barvivo fuschin,
ktery slouzi jako inhibitor grampozitivnich bakterii. Tyto bakterie laktézu metabolizuji
a vytvafi se aldehydy, které nasledné reaguji s fuschinem a dochazi k tmavortizovému zbarveni
kolonii. Pokud pfitomné bakterie laktozu nestépi kolonie zlstavaji svétlé [32], [33].

MacConkeyova puda funguje na podobném principu jako Endova pida a také patii mezi
selektivné diagnostické piidy. Plida inhibuje rlist grampozitivnich bakterii pomoci krystalové
violeti a zluCové soli. Jako indikator slouzi neutralni Cerven, pomoci které je detekovana
pfitomnost bakterii, které fermentuji laktézu. Tyto bakterie vytvaii kolonie tmavé rtizové
az Cervené barvy [32], [33].

Chromogenni agar slouZi pro rychlou detekci a identifikaci mikroorganismu. Mikroorganismy
se na nich typicky zabarvuji a Ize je tak jednoduSe rozpoznat. Chromogenni pudy mayji
ve slozeni barevny substrat, ktery pfisluSny mikroorganismus umi metabolizovat, a dochdzi
ke typickému zabarveni kolonii. VyuZiva se ke kultivaci a identifikaci E. coli, druhi rodu
Candida, viz obr. 9, nebo zlatého stafylokoka (Staphylococcuc aureus) [32], [33].
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Obrazek 9: Candida albicans na chromogennim agaru

1.84  Ockovani mikroorganismii

Ockovani neboli inokulace znamena pieneseni mikroorganismt z odebraného vzorku nebo
diive zalozené mikrobialni kultury do nového Zivného prostiedi. Bunky, které jsou prenaseny,
se nazyvaji inokulum. Béhem pienosu mikroorganismii nesmi dojit ke kontaminaci cizimi
mikroorganismy ze vzduchu, pracovnich pomicek, pracovni plochy, rukou nebo dychacich
cest. Proto se pfi ofkovani vyuziva aseptickd metoda, pfi které se pracuje za sterilnich
podminek. Tato aseptickd metoda zahrnuje postupy, které jsou vyuzivany k zamezeni
kontaminace sterilnich pfedmétli, prostfedi nebo omezeni moznosti kontaminace kultury
mikroorganisml a jejim cilem je zabranit jakékoliv kontaminaci. Ockovani je provadéno
v ¢istém prostiedi a pracovni povrch je pred praci dikladné dezinfikovan. Béhem ockovani
jenutné praci provadét opatrné, rychle a v blizkosti plamene, ockovaci pomicky
pted i po naneseni bun¢k mikroorganismi ozehévat, Petriho misky a dal§i pomiicky neodkladat
na stil a nddoby a misky nechavat oteviené jen na nezbytné¢ dlouhou dobu. Pokud dojde
ke kontaminaci pracovni plochy inokulem nebo zivnou padou, je nezbytné povrch
vydezinfikovat vhodnou dezinfekei nebo 70% ethanolem [33], [36]

1.8.5 Metody ockovani mikroorganismi

1.8.5.1 Ockovani na pevné puidy

Pevné pldy jsou pii oCkovani mikroorganismi a jejich kultivaci vyuZivany zejména
k zakladani kultur nebo ziskani charakteristickych kolonii, které nasledné slouzi identifikaci,
diagnostice, rozliSeni, hodnoceni kolonii nebo uréeni poctu jednotlivych druht
mikroorganisml. Teplota rozehiaté agarové piidy neovliviiuje inokula, takze se mohou
vyskytovat ve vysSich poctech. V pribéhu ockovani na pevné plidy se nejCastéji pouziva
kovova bakteriologickd kli¢ka, kterou je nutné mezi jednotlivymi kroky sterilizovat rozpalenim
v plameni a nésledné ji ponechat vychladnout ve stojanu umisténého v blizkosti plamene.
Pfi nabirani inokula na kli¢ku je zkumavku s ptisluSnym inokulem otevirana jen na nezbytné
dlouhou dobu [33], [36], [37], [38].
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1.8.5.2 Ockovani do tekutych pud

Tekuté ptidy se pouzivaji zejména k pomnozeni bakterii a pro naslednou diagnostiku. Slozeni
téchto pid podporuje rast daného mikroorganismu a zamezuje ristu jinych nezadoucich
mikroorganismii. V tekutych pidach maji mikroorganismy snadny pfistup vody a zivin.
Z tohoto divodu snadnéji rostou a jejich rlst se projevuje zakalenim tekutého média,
pritomnosti sedimentu nebo povlaku na povrchu. Pfi o¢kovéani do tekutych pid je obvykle
pipetovan stanoveny objem homogenizovaného vzorku do pfesné urceného objemu tekuté
pudy. Nasledné¢ je vzorek protfepan pomoci laboratorni tiepacky a inkubovan [33].

1.8.5.3 Ockovani pielivem

Na sterilni Petriho misku se napipetuje sterilni pipetou stanoveny objem homogenizovaného
vzorku. Obvykle je pipetovan 1 ml suspenze. Pfi pipetovani se vicko Petriho misky nadzvedne
pouze na nezbytn¢ dlouhou dobu potiebnou k pfevedeni obsahu pipety do Petriho misky.
Inokulum je pfelito rozpusténym agarovym médiem (15 - 20 ml) vytemperovanym na 45 °C.
M¢édium je do castecné oteviené Petriho misky pievedeno co nejrychleji, aby se zamezilo
kontaminaci z okolniho prostiedi [37], [38].
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2 EXPERIMENTALNI CAST

Podklady  k vypracovani  této  bakalaiské  prace byly ziskdny ve  firmé
HARTMANN — RICO a.s., kde mi bylo umoznéno absolvovat svou odbornou praxi. V ramci
praxe jsem se zabyvala environmentdlnim monitoringem, konkrétn¢ se jednalo o stanoveni
poctu mikroorganismt ze vzduchu a stanoveni poc¢tu mikroorganismi na povrchu ve vyrobnich
prostorech s odpovidajici tiidou ¢&istoty. Ucastnila jsem se odbéru vzorkt podle planu
monitoringu, nasledného vyhodnoceni, psani protokoll azaznamenavani ziskanych dat
do statistickych souborti.

2.1 Stanoveni po¢tu mikroorganismi ve vzduchu

Metoda stanoveni poctu mikroorganismil ve vzduchu slouZi ke sledovani biozatéze vzduchu
ve vyrobnich prostorech s odpovidajici tfidou Cistoty a provadi se podle piesné definovanych
méficich postupli pomoci pfistroje RCS Air sampler (Obr. 2). Zivé &astice vyskytujici se
ve vzduchu, tzv. bioaerosoly, jsou nasavany z okolniho vzduchu, zrychleny odsttedivou silou
a pfichyceny na agarové stripy. Pocet mikroorganismil je sledovan v pravidelnych intervalech
kazdy mésic a pro odbér vzorki vzduchu plati spole¢na vnitini metodika. Mikrobiologicka
metoda je provadéna za stanovenych podminek v kontrolovaném prostiedi (tfidy Cistoty D),
aby bylo zabranéno sekundarni kontaminaci, a mohou ji provadét pouze proskolené osoby.
Tato metoda spliiuje poZzadavky pro GMP monitoring.

2.1.1 Vybaveni, materialy a kultiva¢ni média

Pii stanoveni poctu mikroorganismi ze vzduchu byl pouzit RCS Air Sampler (Merck,
Némecko), inkubator (Heraeus B) s nastavenou teplotou 32,5 °C £ 2,5 °C, inkubator (Friocell
222) s nastavenou teplotou 22,5 °C + 2,5 °C, chladnicka Liebherr: 6,0 °C £ 2,5 °C, lamindrni
box a autoklav znacky Stomacher. Jako pomocné materialy a pfredmeéty byly pouzity sterilni
rukavice, vozicek, lihovy fix na oznaeni vzorkl, ruéni pocitacka kolonii a kosik na pfenos
materiali do provozu. Jako kultiva¢ni média byly pouzity agarové stripy — YM pro stanoveni
plisni a kvasinek a TC pro stanoveni celkového poctu mikroorganismil.

2.1.2  Postup stanoveni

Pocet mikroorganismti ve vzduchu je sledovan ve vyrobnich prostorech o definované tiidé
Cistoty dle konkrétniho planu zkousek, kde jsou definovéna také odberova mista a jejich
umisténi. Mista a Cetnost méfeni jsou zaloZena na piedem provedeném vyhodnoceni rizik.
Na kazdém urceném misté jsou odebrany dva vzorky. Jeden se stripem TC, ktery je pouzivan
ke stanoveni celkového po¢tu mikroorganismt, viz obr. 10, a druhy se stripem YM, ktery slouzi
ke stanoventi plisni a kvasinek, viz obr. 11.

Obrazek 10: Strip TC pro stanoveni celkového mnozstvi mikroorganismii ze vzduchu

29



Obrazek 11: Strip YM pro stanoveni plisni a kvasinek ze vzduchu

K odbéru vzorkt se pouziva ptistroj RCS Air sampler, ktery musi byt pfed zacatkem méfeni
dezinfikovan a zkontrolovan, jestli je dostatecné nabity. Pfed zacatkem méfeni je na pfistroji
nastaven sbérny objem vzduchu na 100 1. Agarovy strip je vlozen do rota¢ni hlavice neboli
rotoru, ktery je nasledné umistén do pfistroje a pfikryt ochrannym krytem rotoru pfistroje.
Pfistroj je postaven na rovny povrch nebo je drzen v ruce tak, aby horni ¢ast pfistroje, kde je
umisténa rotacni hlavice, byla ve vySce 140 cm az 150 cm. Je spusténo méfeni a po dokonceni
tohoto procesu je agarovy strip vlozen zpét do sterilniho obalu, ktery je dukladné uzavien
anasledné¢ premistén do laboratofe. Po dokonceni méfeni je nutné pfistroj vycistit
a vydezinfikovat a rotor a jeho ochranny kryt také sterilizovat. Stripy TC jsou inkubovany
pii teploté 32,5 °C £ 2,5 °C po dobu 2 az 3 dni, stripy YM pfi teploté 22,5 °C £ 2,5 °C po dobu
5 az 7 dnid. Po dostatecn¢ dlouhé dobé€ inkubace jsou spocitany narostlé kolonie a jsou
piepo&itany na mnozstvi CFU v 1 m3.

Vysledek je uveden v CFU/m3, kdy faktor zavisi na sbérném objemu.

CFU/m3 = pocet narostlych kolonii na stripu x faktor

Pokud je pfi méfeni nastaven standardni objem 100 1 je faktor 10. Odvozeni hodnoty faktoru
vychazi z nasledujicich prepocti:

1m3 = 1000 dm?
1m3 =100 x F dm?
F =10

Pokud je nastaven jiny sbérny objem, musi byt faktor prepocitan. Piiklad vypoctu pro stanoveni
poctu organismu ve vzduchu je uveden v tabulce 3.
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Tabulka 3: Prepocet celkoveho poctu mikroorganismii ve vzduchu

Misto Bakterie Plisn¢ a kvasinky Celkovy pocet
odbéru - . mikroorganismu
CFU/strip CFU/ m? CFU/strip CFU/ m’ ( CFU% )
Al 4 4x10=40 2 2x10=20 40 +20 =60
A2 1 1x10=10 0 0x10=0 10+0=10

Vysledky jsou uvedeny do protokolu a je ovétfeno, zda odpovidaji definovanym limitnim
hodnotam uvedenych v tabulce ¢. 4. Vysledky zkousek jsou zhodnoceny, zaznamenany
do databaze kontrolni mikrobiologické laboratote a rozeslany ptislusSnym oddélenim.

Pokud dojde k ptekroceni limitnich hodnot, uvedenych v tabulce 4, musi o tom byt neprodlené
informovény pfislusnd oddéleni a musi byt pfijata napravna opatieni.

Tabulka 4. Predepsané limity pro monitoring vzduchu pro vyrobni prostory s tiidou cistoty D

Vzorkované oblast Celkovy pocet mikroorganismii (CFU/m?)
Pozadovana hodnota Varovna hodnota Limitni hodnota
Monitoring vzduchu <200 201-399 400

2.2 Stanoveni poctu mikroorganismi na povrchu

Metoda stanoveni po¢tu mikroorganismil na povrchu slouzi ke sledovani pfipadné mikrobialni
kontaminace na zkouSenych plochach ve vyrobnich prostorach s odpovidajici tfidou Cistoty.
Zkousené plochy jsou otisknuty na agarovou desticku a po dané dob¢ jsou odecteny narostlé
kolonie. Po¢et mikroorganismi je sledovan v pravidelnych intervalech kazdy mésic a pro odbér
vzorkl ze zkouSenych ploch plati spolecnd metodika. Mikrobiologickd metoda je provadéna
za stanovenych podminek v kontrolovaném prostfedi, aby bylo zabranéno sekundarni
kontaminaci a mohou ji provadét pouze proskolené osoby.

2.2.1 Vybaveni, materialy a kultiva¢ni média

Ke stanoveni celkového po¢tu mikroorganismi na povrchu bylo pouzito nasledujici vybaveni:
Inkubator (Heraeus B) s nastavenou teplotou 32,5 °C = 2,5 °C, inkubator (Friocell 222)
s nastavenou teplotou 22,5 °C + 2,5 °C, chladnicka Liebherr: 6,0 °C £+ 2,5 °C, laminarni box
a autoklav znacky Stomacher. Jako pomocné materidly a pfedméty byly pouzity sterilni
rukavice, vozicek, lihovy fix na oznaeni vzorkil, ruéni pocitacka kolonii a kosSik na pfenos
materidli do provozu. Kultivaéni médium pro urceni celkového poctu mikroorganismu
na povrchu byly nasledujici: Contact Slides TC (Merc, Némecko), viz Obr. 4.

2.2.2  Postup stanoveni

Mista odbéru vzorkll v jednotlivych zivodech jsou uvedena ve vnitinich pfedpisech
neboli planech zkousek. K odbéru vzorkli z povrchu se pouziva otiskova agarova desticka
orozméru 25 cm?, kterd je nejprve ve sterilnich rukavicich vyjmuta z ochranného
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obalu a mirnym tlakem pfitlacena ke zkousenému povrchu po dobu 10 sekund. Nasledné je
desticka umisténa do sterilniho obalu, na kterém je identifikacni znacka mista, ze kterého byl
vzorek odebiran. Plocha, kde byl vzorek odebiran je ditkkladné vyciSténa a dezinfikovana,
aby zde nezustal zadny zbytek zivného média. Vzorky jsou nasledné piesunuty do laboratofe,
kde jsou inkubovany pfi teploté 32,5 °C + 2,5 °C po dobu 1 az 5 dnti. Po stanovené inkubac¢ni
dobé¢ jsou spocitany viditelné kolonie a tento pocet je pouzit pro prepocet. Vysledek je vyjadien
jako pocet kolonii na 100 cm?, viz tabulka 5. Faktor pro prepodet je uren z rozméru agarové
plochy.

100 cm? B

Faktor = ——— =
afetor 25 cm?

Tabulka 5: Prepocet celkového poctu mikroorganismii na povrchu

Misto Bakterie Plisn¢ a kvasinky Celkovy pocet
odbéru —~ 5 ~ >—| mikroorganismil
CFU/desticka | CFU/100 cm” | CFU/desticka | CFU/100 cm (CFU/100 cm?)
Al 4 4x4=16 2 2x4=8 16 +8=24
A2 1 1x4=4 0 0x4=0 4+0=4

Vysledky zkouSek jsou zhodnoceny, zda odpovidaji predepsanym limitim uvedenych
vtabulce ¢. 6 a jsou zaznamenany do databaze kontrolni mikrobiologické laboratoie
a rozeslany pfislusnym oddé€lenim.

Pro monitorovani jsou stanoveny limitni hodnoty, viz tabulka 6. Pokud dojde k ptekro€eni
limitnich hodnot musi o tom byt neprodlené informovany ptislusnd odd€leni a musi byt ptijata
napravna opatfeni.

Tabulka 6. Predepsané limity pro monitoring pracovnich ploch

Vzorkovand oblast Celkovy podet mikroorganismti (CFU/100 cm?)
PoZadovana hodnota | Varovna hodnota Limitni hodnota
Pracovni plocha <100 101-199 200
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3 VYSLEDKY A DISKUSE

Cilem této bakalaiské prace bylo pomoci environmentalniho monitoringu prokazat, ze jsou
dodrzovany predepsané hygienické standardy pro dané vyrobni prosttedi s odpovidajici tfidou
Cistoty a jsou tak zajistény fadné podminky pro vyrobu ve spole¢nosti Hartmann — Rico a.s.
Kritériem vyrobniho procesu je zajistit bezpecnost a dale nejvyssi kvalitu vyrobku, proto musi
byt materialy a vyrobky vyrabény v prostorech, které odpovidaji riziku produkti.

Sledovani vyrobnich prostor s odpovidajici tiidou Cistoty bylo pravidelné provadéno kazdy
mesic po dobu Sesti mésici a byl sledovan jejich vyvoj, na zakladé, kterého bylo urceno,
zda dany vyrobni prostor splituje piedepsané standardy a jsou dodrzovany definované postupy
na udrzbu, CiSténi a dezinfekci téchto prostor. Odbéry vzorkii probihaly ve vyrobnich
prostorech ve stavu za provozu. Ze vSech vyrobnich prostor, kde byl monitoring provadén byly
pro ucel této bakalarské prace vybrany 4 vyrobni prostory se tfidou Cistoty D.

3.1 Monitoring vzduchu a pracovnich povrchii ve vyrobnim prostoru I

Vyrobni prostor byl oznacen c¢islem jedna kvili vnitinim predpisim firmy a z divodu
zachovani citlivych informaci firmy. Monitoring probihal ve vyrobnim prostoru ve stavu
za provozu.

3.1.1 Vyhodnoceni stanoveni po¢tu mikroorganismi ze vzduchu

Odbér vzorkll vzduchu byl proveden celkem na Sesti odbérovych mistech, dle plana zkousek,
kde jsou tato mista pfesn¢ definovana. Kazdé odbérové misto je oznaceno specifickou znackou,
ktera byla kviili uchovani citlivych informaci firmy a dle jejich vnitinich pfedpist pro ucel této
bakalarské prace zménéna.

Odbér vzorka probihal na mistech s nejvyS§im rizikem mozné kontaminace, véetné vstupu
do vyrobnich prostor z personalni propusti aZ po mista u materialovych propusti. Pfesnd mista
odbéri nemohou byt zvefejnéna.

Odbér vzorkli ve vyrobnim prostoru I v mésici fijnu probéhl 16. 10. 2023, zkouska byla
ukoncena 23. 10. 2023. Teplota pii odbéru vzorkd ¢inila 21,3 °C a vlhkost odpovidala 33,3 %
relativni vlhkosti. Mikroorganismy byly pocas této doby zachytavany na TC a YM stripech.

Po ukonceni expozice, byly stripy pfemistény do laboratote, inkubovany a po dané inkubaéni
dobé& byly odecteny narostlé kolonie, které byly nasledné piepocteny dle postupu uvedeném
v 2.1.2. Vysledné hodnoty méfeni byly zaznamendny do protokolit a bylo vyhodnoceno,
zda vSechna odbérova mista splituji pozadované hodnoty. O vysledcich byla informovéana
piislusné odd€leni, kterym byl odeslan protokol o mikrobiologické zkousce. Vysledné hodnoty
méteni v fijnu 2023 jsou uvedeny v tabulce 7.
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Tabulka 7: Monitoring vzduchu - namérené a vysledné hodnoty v rijnu 2023

Oznaceni | Misto Vysledky CFU/m? Vyhodnoceni
vzorku odbéru Bakterie | Plisn¢ a | Celkem | Vyhovuje | Varovna | Nevyhovuje
kvasinky hodnota
Al 40 0 40
A2 30 0 30
A3 30 0 30 X ] []
A4 20 10 30
AS 0 0 0
A6 60 0 60

Vsechna odbérovéa mista odpovidala definovanym limitnim hodnotam, a timto bylo potvrzeno
plnéni fadnych podminek pro vyrobu, véetné pravidelné udrzby, ¢isténi a dezinfekce vyrobniho
prostiedi. Zadné z odbérovych mist nepiekroéilo varovné hodnoty, ani se k nim nepfibliZilo,
takZe mikrobiologicka zkouska byla uzaviena jako vyhovujici.

Monitoring byl provadén v pravidelnych intervalech i v dalSich mésicich. Vysledné hodnoty
méteni jsou uvedeny piiloze 1, tabulka 23. Vysledné hodnoty byly zadany do protokolil a bylo

ovéefeno, ze vSechny splnuji definované limitni hodnoty.

V prosinci se naméfend hodnota u odbérového mista Al pfiblizila varovnym hodnotam
(viz tab. 23), ale nepiesahla je, proto bylo méfeni vyhodnoceno jako vyhovujici. Nasledujici
mésic pfi méfeni vzduchu na tomto odbérovém misté pocet bakterii klesl. Znamend to,
ze vSechny pozadavky jsou dodrzovany a produkt v daném vyrobnim prostoru neni ohrozen.
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Namétené hodnoty byly pribézné zaznamenéavany do statistiky, kde byly stanoveny primeéry
vSech vyslednych hodnot, které jsou uvedeny v tabulce 8, a byl sledovan vyvoj poctu
mikroorganismti ve vzduchu ve vyrobnim prostoru I. Nejvyssi pocet mikroorganismi
ve vzduchu byl naméfen v prosinci, kdy vysledna hodnota odpovidala 190 CFU/m? (viz tab. 8).
na stripem TC a YM pfi kultivaci nenarostly zadné kolonie, vysledek tedy odpovida 0 CFU/m?
(viz tab. 8).

Tabulka 8: Priimery namérenych hodnot za obdobi Fijen 2023 az brezen 2024

Oznaceni vzorku Vysledky CFU/m’
Rijen Listopad | Prosinec Leden Unor Bfezen

Al 40 90 190 150 60 120
A2 30 80 120 30 10 140
A3 30 40 100 50 10 180
A4 20 120 60 60 20 170
A5 0 20 100 10 10 150
A6 60 60 30 20 80 100
Primér 30 68 100 53 32 143
Limitni hodnoty | Pozadovana hodnota Varovna hodnota Limitni hodnota
(CFU/m’) <200 201-399 400

Vyvoj poctu organismil ve vzduchu ve vyrobnim prostoru I je zndzornén na obrazku 12.

250 ~

200
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100

X

Primér naméfenych hodnot CFU/m?
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(e}
X

Rijen Listopad Prosinec Leden Unor Biezen
Mésic odbéru

Obrazek 12: Vyvoj poctu mikroorganismii ve vzduchu za obdobi rijen 2023 az brezen 2024
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Vsechna méfeni biozatéze vzduchu za obdobi fijen 2023 az biezen 2024 odpovidaji danym
limitim a byly vyhodnoceny jako vyhovujici. Dle vyvoje po¢tu mikroorganismi ve vzduchu
muzeme predpokladat, Ze jsou vSechna pravidla v Cistych prostorech dodrzovéana a riziko
kontaminace materialu nebo vyrobki je minimalni.

3.1.1 Vyhodnoceni stanoveni po¢tu mikroorganismi na povrchu

Otisky z povrchii byly odebrany podle planu zkousek na odbérovych mistech s oznacenim A1l
a A2. Celkem bylo na téchto mistech odebrano deset otiskli. Pfesna mista odbérti a oznaceni
vzorkli nemiize byt dle vnitinich pfedpisti firmy zveiejnéno. Vzorky byly odebrany z mist,
kde dochazi ke kontaktu povrchu s materidlem nebo vyrobkem a je zde vysoké riziko
kontaminace vyrobku danym povrchem, napft. stoly, voziky, boxy a soucésti vyrobnich
zafizeni. Bylo kontrolovano, zda jsou vSechny povrchy dikladné ¢istény a dezinfikovany a zda
zde neni zvysené riziko riistu mikroorganismiu.

Pti odbéru vzorkd v mésici fijnu odpovidala teplota ve vyrobnim prostoru I 21,3 °C a vlhkost
odpovidala 33,3 % relativni vlhkosti. Vzorky byly odebirany na agarové otiskové desticky,
které byly nasledn¢ inkubovany.

Vysledky poctu mikroorganismli pfitomnych na povrchu za mésic fijen jsou uvedeny
v tabulce 9. VSechny hodnoty jsou vyhovujici a nepiekracuji varovné hodnoty, proto byla
mikrobiologickéa zkouSka ukoncena jako vyhovujici.

Tabulka 9: Monitoring povrchit - namérené a vysledné hodnoty v rijnu 2023

Oznadeni | Misto Vysledky CFU/100 cm? Vyhodnoceni
vzorku odbéru Bakterie | Plisné a | Celkem | Vyhovuje | Varovna | Nevyhovuje
kvasinky hodnota

Al 0 0 0

Al 8 0 8

Al 64 0 64

Al 100 0 100

A2 0 0 0 X [] []
A2 0 0 0

A2 0 0 0

A2 0 0 0

A2 4 0 4

A2 4 0 0

Nejvyssi pocet mikroorganismi byl zjiSt€n na odbérovém misté s oznaenim Al (viz tab. 9),
kdy vyslednd hodnota po odecteni kolonii a nasledného piepoctu odpovidala
100 CFU/100 cm?. Tato hodnota je velmi blizko varovné hodnotg, proto bylo dané odbé&rové
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misto dukladné kontrolovano pfi monitoringu v dalSim mésici, kdy na agarovych destickach
nenarostly zadné kolonie, takze vysledna hodnota odpovida 0 CFU/100 cm? (viz tab. 24).

Vysledky monitoringu povrchii za obdobi fijen 2023 az bfezen 2024 jsou uvedeny v piiloze 1,
tabulka 24. Za dané obdobi vSechna odbérova mista spliuji dané limity a jsou vyhodnocena
jako vyhovujici.

Pocet mikroorganismi na povrchu ve sledovaném obdobi byl zaznamenan do statistiky a byly
urceny pruméry za kazdy mésic. Vyvoj poctu mikroorganismii za dané obdobi uvedeny
v tabulce 10 je vyhovujici a spliiuje dané pozadavky.

Tabulka 10: Pruméry namerenych hodnot za obdobi rijen 2023 az brezen 2024

Oznaceni vzorku Vysledky CFU/100 cm?

Rijen Listopad | Prosinec | Leden Unor Bfezen
Al 0 0 24 0 0 20
Al 8 8 36 28 4 0
Al 64 0 0 8 8 8
Al 100 0 -- -- 0 --
A2 0 0 4 0 40 4
A2 0 4 0 24 4 24
A2 0 52 16 12 8 8
A2 0 0 20 0 12 4
A2 4 8 - - 52 --
A2 4 12 - - 4 --
Ostatni -- 4 -- -- -- --
Pramér 18 8 14 10 13 10
Limitni hodnoty PoZadovana hodnota | Varovna hodnota Limitni hodnota
(CFU/ 100 cm?) <100 101-199 200

Vyvoj poctu organisml na povrchu ve vyrobnim prostoru I je zaznamenan na obrazku 13.
Dle vyvoje poctu organismi na povrchu lze soudit, Ze jsou vSechna pravidla v Cistych
prostorech dodrZzovana — ¢iSténi a dezinfekce povrchi, hygiena a fadné oblékani pracovnikl
a dal$i. Riziko kontaminace materidlu nebo vyrobku je minimdalni a nehrozi tak poskozeni
koncového spotiebitele.
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Obrazek 13: Vyvoj poctu organismit na povrchu za obdobi Fijen 2023 az brezen 2024

3.2 Monitoring vzduchu a pracovnich povrchii ve vyrobnim prostoru II.

Vyrobni prostor byl oznacen ¢islem dva kviili vnitinim ptedpisiim firmy a z dvodu zachovani
citlivych informaci firmy. Monitoring probihal ve vyrobnim prostoru ve stavu za provozu.

3.21

Odbér vzorkli vzduchu ve vyrobnim prostoru II byl proveden dle planti zkousSek celkem
na 3 odbérovych mistech. Odbéry vzorkl byly provedeny dle planu na mistech s nejvyssim
rizikem moZné kontaminace a ohroZeni materialu nebo vyrobku. Pfesna mista odbérti nemohou
byt zvetejnéna kviili zachovani citlivych informaci firmy.

Vyhodnoceni stanoveni po¢tu mikroorganismii ze vzduchu

Monitoring za mésic fijen probéhl 16. 10. 2023 a zkouska byla nasledné ukoncena 23. 10. 2023.
Teplota pti odbéru vzorka cinila 21,3 °C a vlhkost odpovidala 33,3 % relativni vlhkosti.
Mikroorganismy byly zachyceny na agarové stripy TC a YM, pomoci pfistroje RCS znacky
Merc a nasledné byly ptfesunuty do laboratofe a inkubovany po danou dobu. Nasledné byly
odecteny narostlé kolonie, které byly pfepocitany dle postupu uvedenym v 2.1.2.

Stanovené pocty mikroorganismi ve vzduchu v fijnu 2023 jsou uvedeny v tabulce 11.

Tabulka 11: Monitoring vzduchu - namérené a vysledné hodnoty v rijnu 2023

Oznaceni Misto Vysledky CFU/m? Vyhodnoceni
vzorku odbéru Bakterie | Plisné a | Celkem | Vyhovuje | Varovna | Nevyhovuje
kvasinky hodnota
Bl 50 0 50
B2 0 30 30 X ] []
B3 150 0 150
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Nejvyssi koncentrace mikroorganismu ve vzduchu v mésici fijnu byla naméfena na odbérovém
misté B3, kde vysledna hodnota ¢inila 150 CFU/m? (viz tab. 11). Tato hodnota vsak spliiuje
piedepsané limity, takze byla mikrobiologicka zkousSka uzaviena jako vyhovujici.

Naméiené hodnoty za nasledujici mésice jsou uvedeny v piiloze 1, tabulka 25. Po celou dobu
meéieni nedoslo k nartstu poctu mikroorganismii ve vzduchu, lze tedy predpokladat, ze jsou
vSechny pozadavky na Cisté prostory fadné dodrzovany a nehrozi tak kontaminace materiala

nebo vyrobk.

Stanovené pocty mikroorganismii ve vzduchu byly zaznamenany do statistiky a byly urceny

pruméry za jednotlivé mésice, viz tabulka 12.

Tabulka 12: Priuméry namérenych hodnot za obdobi rijen 2023 az brezen 2024

Oznaceni vzorku Vysledky CFU/m’

Rijen Listopad | Prosinec Leden Unor Biezen
Bl 50 20 40 100 30 10
B2 30 120 0 80 70 10
B3 150 40 90 40 40 100
Pramér 77 60 43 73 47 40

Limitni hodnoty
(CFU/m%)

Pozadovana hodnota

Varovna hodnota

Limitni hodnota

<200

201-399

400
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Dle vyvoje poctu mikroorganismi ve vzduchu, viz obr. 14, lze vidét, Ze nehrozi ohrozeni
materiali nebo vyrobku, jelikoz stanovené hodnoty se nachazi dlouhodobé pod varovnou
hodnotou. Riziko kontaminace vyrobku mikroorganismy pfenasenymi vzduchem je minimalni.
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250 A

200 ~
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Obrazek 14: Vyvoj poctu mikroorganismii ve vzduchu za obdobi iijen 2023 az brezen 2024

3.2.1 Vyhodnoceni stanoveni poctu mikroorganismii na povrchu

Vzorky z povrchil ve vyrobnim prostoru II byly odebrany na odbérovych mistech s ozna¢enim
B1, B2, B3 a B4, kde bylo celkem odebrano deset otiskil. Na téchto mistech hrozi zvySené
riziko kontaminace materidlu nebo vyrobku. Tato mista jsou pravidelné¢ kontrolovana,
aby nedoslo ke kontaminaci vyrobku a ohroZeni koncového spotiebitele. Pfesnd poloha
odbérovych mist je definovana v planech zkousek. Pfesnd mista odbérit vzorku nemohou byt
z diivodu zachovani citlivych informaci firmy zvetejnéna. Dle planu zkousek byla odebrana
také mista s oznacenim ,,ostatni*, kterymi jsou rozuména mista, ktera jsou odebrana nad ramec
oznacenych mist, a povéteny pracovnik, ktery odbér vzorkii provadél, tato mista vyhodnotil
jako nejvice rizikova.

Vysledné hodnoty pocéti mikroorganismii v fijnu 2023 jsou uvedeny v tabulce 13.
Vsechny stanovené hodnoty spliiuji pfedepsané limity, proto byla tato mikrobiologicka zkouska
vyhodnocena jako vyhovujici.
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Tabulka 13: Monitoring povrchii - namerené a vysledné hodnoty v Fijnu 2023

Oznaceni Misto Vysledky CFU/100 cm? Vyhodnoceni
vzorku odbéru Bakterie | Plisné a | Celkem | Vyhovuje | Varovna | Nevyhovuje
kvasinky hodnota
B1 0 0 0
B1 0 0 0
B1 0 0 0
B2 0 0 0
B2 4 0 4
B2 8 0 8 X [] ]
B3 68 0 68
B3 8 0 8
B4 0 0 0
B4 0 0 0
Ostatni 20 0 20
Ostatni 4 0 4

Hodnoty poc¢tu mikroorganismil na povrchu ve vyrobnim prostoru II za obdobi listopad 2023
az biezen 2024 jsou uvedeny v pfiloze 1, tabulka 26. V mésici listopadu doslo k nartistu poctu
mikroorganismi na odbérovém mist& s oznaéenim B3 (viz tab. 26). Hodnota 100 CFU/100 cm?
se vyskytuje tésn€ pod varovnou hodnotou, proto o této skutecnosti byla informovana ptislusna
oddéleni abylo doporufeno, aby dané misto bylo peclivé vyc€ist€éno a dezinfikovéno.
P#i monitoringu povrcht v ndsledujicim mésici byla na odbérovém misté B3 stanovena hodnota
96 CFU/100 cm? (viz tab. 26). Pokles po¢tu mikroorgansimi byl velmi nizky, proto bylo dané
misto sledovano i na dale, kdy v mésici lednu celkovy pocet mikroorganismi byl
60 CFU/100 cm® (viz tab. 26). Z dlouhodobého hlediska nedo§lo k navySeni poctu
mikroorganismt na daném odbérovém miste, 1ze tedy predpokladat, Ze jsou vSechny pozadavky
splnény, misto je fddn¢ udrzovano a nehrozi kontaminace materialu nebo vyrobku.

Vsechny stanovené pocty mikroorganismt ve vyrobnim prostoru Il za obdobi listopad 2023
az bifezen 2024 odpovidaji pfedepsanym hodnotam. VSechny stanovené hodnoty za dané
obdobi byly zaznamenany do statistiky, byl ur€en primér pro kazdy mésic a byl sledovan vyvoj.
Priméry naméfenych hodnot jsou uvedeny v tabulce 14.
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Tabulka 14: Priuméry namérenych hodnot za obdobi rijen 2023 az brezen 2024

Oznaceni vzorku Vysledky CFU/100 cm?

Rijen Listopad | Prosinec | Leden Unor Bfezen
Bl 0 - -- 4 -- --
B1 0 -- - 4 - --
B1 0 - -- 0 -- --
B2 0 0 0 - 0 0
B2 4 12 0 -- 12 0
B2 8 8 20 -- 24 4
B3 68 100 96 60 0 72
B3 8 0 4 -- 4 0
B4 0 0 0 4 0 16
B4 0 -- 0 0 0
Ostatni 20 8 4 16 8 12
Ostatni 4 -- -- -- -- --
Pramér 9 18 16 13 6 13
Limitni hodnoty PoZadovana hodnota Varovna hodnota Limitni hodnota
(CFU/ 100 cm?) <100 101-199 200
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Vyvoj poctu mikroorganismil na povrsich ve vyrobnim prostoru II je zobrazen na obrazku 15.
Vyvoj ukazuje, Ze jsou vSechny podminky ve vyrobnich prostorech s odpovidajici tfidou Cistoty
splnény a nehrozi tak riziko kontaminace vyrobku.
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Obrazek 15: Vyvoj poctu mikroorganismii na povrchu za obdobi rijen 2023 az brezen 2024
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3.3 Monitoring vzduchu a pracovnich povrchii ve vyrobnim prostoru II1

3.3.1

Vyhodnoceni stanoveni po¢tu mikroorganismii ze vzduchu

Odbér vzorkli vzduchu ve vyrobnim prostoru III byl proveden dle plant zkousek celkem
na 3 odbérovych mistech, kde na kazdém misté byly provedeny dva odbéry. Pii prvnim odbéru
byl pouzit strip TC a pii druhém strip YM. Monitoring probihal ve vyrobnim prostoru III
Ve stavu za provozu.

V meésici fijnu pfi odbéru vzorkd odpovidala teplota 21,6 °C a vlhkost odpovidala 36,4 %
relativni vlhkosti. Vzorky byly odebrany pomoci aktivniho vzorkovace a po odbéru byly
piesunuty do laboratofe a byly inkubovany. Po dané¢ dobé inkubace byly odecteny narostlé
kolonie, které byly nasledné ptepocteny dle postupu uvedeném v 2.1.2.

Stanovené poCty mikroorganismit ve vzduchu ve vyrobnim prostoru III v mésici fijnu
jsou uvedeny v tabulce 15. VSechny stanovené hodnoty splituji predepsané limity a je tak
vylouc€ena kiiZova kontaminace vyrobku.

Tabulka 15: Monitoring vzduchu - namerené a vysledné hodnoty v Fijnu 2023

Oznaceni Misto Vysledky CFU/m? Vyhodnoceni
vzorku odbéru Bakterie | Plisné a | Celkem | Vyhovuje | Varovna | Nevyhovuje
kvasinky hodnota
Cl 60 0 60
C2 40 0 40 X [] []
C3 0 0 0
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Pocet mikroorganismil ve vzduchu ve vyrobnim prostoru III byl pro tcel této bakalarské prace
sledovéan v obdobi od fijna 2023 do biezna 2024, stanovené hodnoty jsou uvedeny v pfiloze 1,
tabulka 27. Ze vSech stanovenych hodnot byly vypocitiny priméry za dané mésice uvedené
v tabulce 16 a byl sledovan vyvoj po¢tu mikroorganismii za dané obdobi, viz obr. 16.

Tabulka 16: Priuméry namérenych hodnot za obdobi rijen 2023 az brezen 2024

Oznaceni vzorku Vysledky CFU/m?
Rijen Listopad Prosinec Leden Unor Brezen
Cl 60 150 70 120 70 60
C2 40 60 30 60 20 90
C3 0 40 30 60 30 10
Pramér 33 83 43 80 40 53
Limitni hodnoty | Pozadovana hodnota Varovna hodnota Limitni hodnota
(CFU/m?) <200 201-399 400
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Obrdzek 16. Vyvoj poctu mikroorganismii ve vzduchu za obdobi iijen 2023 az biezen 2024
Stanovené hodnoty za dané obdobi se nachazi hluboko pod varovnymi hodnotami, lze tedy
konstatovat, ze jsou v daném vyrobnim prostoru zajistény fadné podminky pro vyrobu a jsou

dodrzovany nejvyss$i pozadavky pro tuto zénu Cistoty. Nehrozi tedy riziko kontaminace
materidlti nebo vyrobka mikroorganismy obsazenymi ve vzduchu.
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3.3.1 Vyhodnoceni stanoveni po¢tu mikroorganismi na povrchu

Vzorky z povrchli ve vyrobnim prostoru III byly odebrany celkem na ctyfech odbérovych
mistech, kde hrozi zvysené riziko kontaminace materialu nebo vyrobku. Tato mista jsou urcena
na zaklad¢ predem provedeného dilkladného vyhodnoceni rizik. Mista jsou pravidelné
kontrolovana, aby nedoSlo ke kontaminaci vyrobku a ohrozeni koncového spotiebitele.
Ptesné poloha odbérovych mist je definovana v planech zkouSek. Dle planu zkousek byla
odebrana také mista s oznaenim ,,ostatni*, kterymi jsou rozuména mista, kterd jsou odebrana
nad rdmec oznacenych mist, a povéfeny pracovnik, ktery odbér vzorkl provadél, tato mista
vyhodnotil jako nejvice rizikova.

V mésici fijnu vSechny stanovené hodnoty uvedené v tabulce 17 odpovidaly limitnim
hodnotam. Mikrobiologicka zkouska tak byla vyhodnocena jako vyhovujici.

Tabulka 17: Monitoring povrchii - namérené a vysledné hodnoty v Fijnu 2023

Oznaceni | Misto Vysledky CFU/100 cm? Vyhodnoceni
vzorku odbéru Bakterie | Plisné a | Celkem | Vyhovuje | Varovna | Nevyhovuje
kvasinky hodnota

Cl 12 0 12
C2 0 0 0
C3 0 0 0
C4 8 0 8 X [] []
C4 0 0 0
C4 - - -

Ostatni -- -- --

Stanovené pocty mikroorganismil na povrchu ve vyrobnim prostoru III za obdobi listopad 2023
az brezen 2024 jsou uvedeny v piiloze 1, tabulka 28. Dle vSech stanovenych hodnot mizeme
vidét, Ze jsou ve vyrobnim prostoru plnény vSechny pozadavky, prostory jsou fadné
dezinfikovany a €iStény a je zachovana bezpecnost vyrobku.

Stanovené pocty mikroorganismll na jednotlivych odbérovych mistech za dané mésice byl
zadan do statistiky a byly uréeny primeéry poctu mikroorganismi na povrchu za kazdy
jednotlivy mésic, uvedené v tabulce 18. Na zéklad¢ téchto udajii byl sledovan vyvoj poctu
mikroorganismil na povrchu za obdobi fijen 2023 az biezen 2024.
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Tabulka 18: Pruméry namerenych hodnot za obdobi rijen 2023 az brezen 2024

Oznadeni vzorku Vysledky CFU/100 cm?

Rijen Listopad Prosinec Leden Unor Bfezen
Cl 12 - 4 -- 12 --
C2 0 12 4 16 12 -
C3 0 4 32 0 12 -
C4 8 4 0 0 8 0
C4 0 0 - 0 0 0
C4 - 4 -- 12 0 --
Ostatni -- 4 -- 20 0 --
Ostatni -- -- -- -- -- --
Pramér 4 5 10 8 6 0
Limitni hodnoty | PoZadované hodnota Varovna hodnota Limitni hodnota
(CFU/100 cm?) <100 101-199 200

Vyvoj po¢tu mikroorganismti ve vyrobnim prostoru III je zobrazen na obrazku 17, na kterém
muzeme vidét, Ze jsou stanovené hodnoty hluboko pod varovnou hodnotou. Mikrobiologicka
kontaminace na povrchu je zde tedy minimalni a je prokazéano, Ze jsou dodrzovany nezbytné
hygienické standardy definované pro dany vyrobni prostor. Riziko kontaminace vyrobku

je tedy minimalni
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Obrazek 17: Vyvoj poctu mikroorganismii na povrchu za obdobi vijen 2023 az brezen 2024
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3.4 Monitoring vzduchu a pracovnich povrchi ve vyrobnim prostoru IV

Vyrobni prostor byl oznacen Cislem Ctyfti kviili vnitinim predpistiim firmy a z divodu zachovani
citlivych informaci firmy. Monitoring probihal ve vyrobnim prostoru ve stavu za provozu.
Cilem monitoringu bylo stanoveni mikrobiologické kontaminace ve vzduchu a povrSich
v daném vyrobnim prostoru, aby bylo prokazano, ze jsou zajistény fadné podminky pro vyrobu
a riziko kontaminace vyrobku je minimalni.

34.1

Vzorky vzduchu byly odebirany celkem na tfech odbérovych mistech s oznacenim D1, D2
a D3. Monitoring probihal ve vyrobnim prostoru IV ve stavu za provozu.

Vyhodnoceni stanoveni po¢tu mikroorganismii ze vzduchu

Teplota ve vyrobnim prostoru pii odbéru vzorkii v mésici fijnu ¢inila 22,2 °C a vlhkost
odpovidala 54,3 % relativni vlhkosti. Vzorky vzduchu byly odebrany pomoci aktivniho
vzorkovace vzduchu RCS na stripy TC a nasledn€ YM. Po odbéru byly pfesunuty do laboratofe
a po dané inkubacni dob¢ byly odeéteny narostlé kolonie, které byly pfepocteny dle postupu
uvedenym v 2.1.2.

V tabulce 19 jsou uvedené stanovené pocty mikroorganismi pro dand odbérovd mista.
Nejvyssi stanoveny pocet odpovida 140 CFU/m?, nejnizsi poget 10 CFU/m?.

Tabulka 19: Monitoring vzduchu - namerené a vysledné hodnoty v Fijnu 2023

Oznaceni Misto Vysledky CFU/m’ Vyhodnoceni
vzorku odbéru Bakterie | Plisné a | Celkem | Vyhovuje | Varovna | Nevyhovuje
kvasinky hodnota
D1 140 0 140
D2 50 20 70 X [] []
D3 10 0 10

Mikrobiologické4 kontaminace vzduchu ve vyrobnim prostoru €. 4 byla sledovana po dobu Sesti
meésict. Stanovené poéty mikroorganismutl za obdobi fijen 2023 az biezen 2024 jsou uvedeny
v ptiloze 1, tabulka 29.

V meésici listopadu doSlo ke zvySeni mikrobiologické kontaminace na odbérovém misté
s oznacenim D3 (viz tab. 29). Stanoveny poc¢et mikroorganismu se nachazi tésn¢ pod varovnou
hodnotou. Bylo tedy doporuceno provést ¢isténi a dezinfekci daného vyrobniho prostoru
a zkontrolovat vzduchotechniku. V nasledujicich mésicich byl vyvoj poctu mikroorganismi
na daném misté peclive sledovan, ale zvyseni se uz neopakovalo. Lze tedy vyhodnotit, ze jsou
ve vyrobnim prostoru zajistény fadné podminky pro vyrobu a nehrozi ohroZeni vyrobku.
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Vsechny stanovené hodnoty za dany mésic byly zadany do statistiky, byly urceny jejich
pruméry, které jsou uvedeny v tabulce 20 a byl hodnocen vyvoj mikrobiologické kontaminace
ve vzduchu v daném vyrobnim prostoru.

Tabulka 20: Pruméry namerenych hodnot za obdobi rijen 2023 az brezen 2024

Oznadeni vzorku Vysledky CFU/m’

Rijen Listopad | Prosinec Leden Unor Bfezen
D1 140 100 140 30 80 90
D2 70 100 0 50 30 60
D3 10 200 40 10 40 0
Pramér 73 133 60 30 50 50
Limitni hodnoty Pozadovana hodnota Varovna hodnota Limitni hodnota
(CFU/m%) <200 201-399 400

Vyvoj poctu mikroorganismi ve vzduchu za obdobi fijen 2023 az bfezen 2024 je zobrazen
na obrazku 18. V grafu mizeme vidét nartist mikrobiologické kontaminace v mésici listopad
z diivodu zvySeni poc¢tu mikroorganismi na odbérovém misté s ozna¢enim D3 (viz tab. 20),
kde se stanovend hodnota nachazela tésn€ pod varovnou hodnotou. Dané misto bylo peclivé
sledovano a v dalsich mésicich mtizeme vidét pokles mikroorganismil pfitomnych ve vzduchu.
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Obrdazek 18: Vyvoj poctu mikroorganismii ve vzduchu za obdobi iijen 2023 az biezen 2024

Vsechny stanovené hodnoty odpovidaji pfedepsanym limitim a dle vyvoje poctu
mikroorganismi, kde se vSechny hodnoty nachazi pod varovnou hodnotou miizeme vyhodnotit,
ze jsou dodrzovany vSechny standardy pro dané vyrobni prostiedi.
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3.4.1 Vyhodnoceni stanoveni po¢tu mikroorganismi na povrchu

Ve vyrobnim prostoru IV byly odebrany vzorky z povrchii na odbérovych mistech s oznacenim
D1 az D9, kde bylo odebrano celkem 12 otiskii z povrchu. Mista jsou definovana v planu
zkousek a jsou ur¢ena na zaklad¢ predem provedeném hodnocenim rizik. Na mistech dochézi
ke kontaktu materidlu nebo vyrobku s povrchem a hrozi tak zvysSené riziko kontaminace
vyrobku danym povrchem. Cilem stanoveni poctu mikroorganismi na povrSich v daném
prostoru bylo urcit, zda jsou splnény vSechny dané piedpisy a jsou zajistény fadné¢ podminky
pro vyrobu.

Vsechny stanovené pocty mikroorganismil na pracovnich povr$ich za mésic fijen, uvedené
v tabulce 21, odpovidaji predepsanym limitim. Lze tedy fici, Ze je v daném prostoru omezena
pritomnost a usazovani mikroorganismu na povrchu.

Tabulka 21: Monitoring povrchii - namérené a vysledné hodnoty v Fijnu 2023

Oznaceni Misto Vysledky CFU/100 cm? Vyhodnoceni
vzorku odbéru Bakterie | Plisné¢ a | Celkem | Vyhovuje | Varovna | Nevyhovuje
kvasinky hodnota
Dl 0 0 0
D2 28 0 28
D3 12 0 12
D4 0 0 0
D5 0 0 0
D6 0 0 0 X [] ]
D7 68 0 68
D7 40 0 40
D8 - - -
D8 - - -
D9 8 0 8
D9 80 0 80

Kontrola poctu mikroorganismii na povrchu v daném vyrobnim prostoru byla provadéna
pravidelné kazdy mésic po dobu Sesti mésicti. Stanovené hodnoty za dané obdobi jsou uvedeny
v ptiloze 1, tabulka 30. V tabulce miizeme vidét, Ze v mésici listopadu doslo k nartistu poctu
mikroorganismi na dvou odbérovych mistech. Na mistech D1 a D4 stanovena hodnota €inila
100 CFU/100 cm? (viz tab. 30) a nachédzela se t&sn& pod varovnou hodnotou. Dan4 oddéleni
na tuto skutecnost byla upozornéna a bylo doporuceno vycistit a dezinfikovat dand mista,
aby nedoslo ke zvySeni mikrobiologické kontaminace na danych mistech. V nasledujicich
mésicich doslo ke sniZeni poctli na danych mistech na 0 CFU/100 cm? a 52 CFU/100 cm?
(viz tab. 30), kdy tyto hodnoty odpovidaji pfedepsanym hodnotam. Mlizeme tedy vyhodnotit,
Ze jsou ve vyrobnim prostoru IV zajistény fadné podminky pro vyrobu.
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Stanovené hodnoty byly zaznamenany do statistiky, byly ur€eny primeéry za jednotlivé mésice
a byl pozorovan vyvoj po¢tu mikroorganismu na povrchu. Priméry za jednotlivé mésice jsou
uvedeny v tabulce 22.

Tabulka 22: Pruméry namerenych hodnot za obdobi rijen 2023 az brezen 2024

Oznadeni Vysledky CFU/100 cm?

vzorku Rijen Listopad | Prosinec Leden Unor Bfezen
D1 0 100 0 0 20 8
D2 28 16 40 36 60 32
D3 12 4 28 0 40 12
D4 0 100 52 0 4 0
D5 0 20 40 4 0 20
D6 0 4 4 0 8 8
D7 68 20 32 0 0 40
D7 40 -- 36 0 8 16
D8 -- 8 -- -- -- --
D8 - - -- - -- -
D9 8 24 - 0 0 -
D9 80 8 4 0 4 --
Ostatni - - - 28 16 28
Ostatni -- -- -- 60 -- --
Primér 24 30 26 11 15 18
Limitni hodnoty | PoZadovana hodnota Varovna hodnota Limitni hodnota
(CFU/100 cm?) <100 101-199 200
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Vyvoj poctu mikroorganismil za obdobi fijen 2023 az biezen 2024 je zobrazen na obrazku 19,
kde mizeme pozorovat, ze se vSechny hodnoty nachazi hluboko pod varovnymi hodnotami.
Miuzeme tedy vyhodnotit, Ze jsou v daném vyrobnim prostoru zajistény fadné¢ podminky
pro vyrobu, je tak zajisténa bezpecnost vyrobku a nehrozi ohrozeni koncového spotiebitele.
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Obrdazek 19: Vyvoj poctu mikroorganismii na povrchu za obdobi Fijen 2023 az brezen 2024
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4 ZAVER

Tato bakalaiska prace hodnoti, zda vyrobni prostory spliiuji stanovené pozadavky
na mikrobiologickou Cistotu a jsou tak zajistény fadné podminky pro vyrobu a konzistentni
kvalitu a bezpecnost vyrobku. Mikrobiologickd kontaminace ve vzduchu a na pracovnich
povrsich byla sledovdna po dobu Sesti mésicti ve vyrobnich prostorech s odpovidajici tfidou
Cistoty. Pro ucel této bakalarské prace byly vybrany celkem ctyti vyrobni prostory spole¢nosti
HARTMANN — RICO a.s. ve Veverské BitySce s tfidou Cistoty D, které byly oznaceny jako
vyrobni prostory L., IL., III. a I'V.

Hodnoty ziskané béhem monitoringu danych prostor byly porovnany s definovanymi limity
a bylo ovéteno, zda vSechny vysledky odpovidaji t€émto limitnim hodnotdm. V ramci vSech Ctyt
vyrobnich prostor, které byly kontrolovany nedoslo za dané obdobi k piekroceni definovanych
varovnych nebo limitnich hodnot. VSechna odbérovd mista odpovidala pozadovanym
hodnotam.

Nejvyssi pocet mikroorganismli ve vzduchu byl stanoven v mésici listopadu ve vyrobnim
prostoru II, kdy odpovidal 200 CFU/m?. Tato hodnota leZi t&sné pod varovnou hodnotou, proto
bylo doporuceno zkontrolovat, jestli vSechny procesy probihaji podle danych pozadavk a bylo
doporuceno provést prislusna opatteni.

Nejvyssi pocet mikroorganismli na povrchu byl stanoven v mésici listopadu ve vyrobnich
prostorech II a IV, kdy stanovené hodnoty odpovidaly 100 CFU/100 cm? a nachazely se tak
tésné pod definovanou varovnou hodnotou, proto byla pfijata ptislusnd opatieni.

Pro kazdy vyrobni prostor byl sledovan vyvoj poctu mikroorganismii ve vzduchu
ana pracovnich plochach za dané obdobi, dle kterého bylo nasledné¢ urceno, zda jsou
dlouhodobé¢ dodrzeny tadné vyrobni podminky a je tak zajiSt€éna konzistentni kvalita
a bezpec€nost vyrobku. Z vyvoje po¢tu mikroorganismli ve vzduchu a na pracovnich plochéch
muzeme vidét, ze se vSechny stanovené hodnoty nachazi hluboko pod varovnou hodnotou
a nedoslo k vyraznému vychyleni, které by ukazovalo na selhani vnitinich procesi.

Bylo vyhodnoceno, ze jsou v danych vyrobnich prostorech splnény vSechny piredepsané
pozadavky a jsou tak zajistény fadné podminky pro vyrobu, konzistentni kvalita a bezpecnost
vyrobku a nehrozi ohrozeni koncového spotiebitele.
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6 PRILOHY

Priloha 1: Stanovene hodnoty poctu organismii ve vzduchu a na povrchu za obdobi listopad 2023
az brezen 2024
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Tabulka 23: Monitoring vzduchu ve vyrobnim prostoru I - vysledné hodnoty méreni za obdobi listopad 2023 az brezen 2024

Stanoveni po¢tu mikroorganismii ze vzduchu: vysledky (CFU/m3)

Listopad Prosinec Leden Unor Biezen
g
3 |2 s P 2 < 2 2 s 2 2 < B 2 < 2
g |5 » = | § 5 o 2 | § 5 w2 | § 5 s €| § 5 s 2|5
N > g 73 | = k> g7 | = b g3 | = b g7 | = kv gz | =
o |4 =2 8| = 23 | o = 2 3| o = 2 3| o 3 2 3| o
m ~ Z | O m ~ | O m ~ £ | O m ~ | O m ~ | O
Al 50 40 90 190 0 190 140 10 150 60 0 60 110 10 120
A2 70 10 80 120 0 120 30 0 30 10 0 10 140 0 140
A3 40 0 40 100 0 100 50 0 50 10 0 10 180 0 180
A4 120 0 120 60 0 60 60 0 60 20 0 20 170 0 170
A5 20 0 20 100 0 100 10 0 10 10 0 10 130 20 150
A6 60 0 60 30 0 30 20 0 20 80 0 80 100 0 100
21,4 °C, 33,8 % RH 23 °C, 33,5 % RH 21,2°C, 32,3 %RH 21,2 °C, 36,2 % RH 21,5°C, 34,7 % RH




Tabulka 24: Monitoring povrchii ve vyrobnim prostoru I - vysledné hodnoty méreni za obdobi listopad 2023 az brezen 2024

Stanoveni po¢tu mikroorganismil na povrchu: vysledky (CFU/100 cm?)
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A2

A2

A2
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Tabulka 25: Monitoring vzduchu ve vyrobnim prostoru II - vysledné hodnoty méreni za obdobi listopad 2023 az brezen 2024

Stanoveni po¢tu mikroorganismii ze vzduchu: vysledky (CFU/m3)

Listopad Prosinec Leden Unor Biezen
g
S | .2 s B © s B 2 s B 2 s B 2 s
g |5 s = | § 5 o 2 | § 5 w2 | § 5 s €| § 5 s 2|5
o |4 =2 8| = 23 | @ = 2 3| o = 2 3| o 3 2 3| o
m ~ Z | O m ~ 2 o m ~ £ | O m ~ | O m ~ | O
Bl 10 10 20 40 0 40 100 0 100 30 0 30 10 0 10
B2 120 10 120 0 0 0 80 0 80 60 10 70 10 0 10
B3 40 0 40 90 0 90 40 0 40 20 20 40 80 20 100
22,1°C, 53 %RH 22,2°C, 52,4 % 22,2°C, 51,1 % RH 22,6 °C, 53,9 % RH 22,9 °C, 51 % RH




Tabulka 26: Monitoring povrchii ve vyrobnim prostoru Il - vysledné hodnoty méreni za obdobi listopad 2023 az brezen 2024

Stanoveni po¢tu mikroorganismi na povrchu: vysledky (CFU/100 cm?)
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Tabulka 27: Monitoring vzduchu ve vyrobnim prostoru IlI - vysledné hodnoty méreni za obdobi listopad 2023 az brrezen 2024

Stanoveni po¢tu mikroorganismil ze vzduchu: vysledky (CFU/m?)

Listopad Prosinec Leden Unor Bfezen

g
N5t > > > > >
S | E |22|5 |5 |e€ |§ |§ |sE|E |5 |=2%E|E |§ |=24|5
N k>, @ | = 2 7 7 = < g3 | 2 2 g% | X 2 gz | =
o |3 2 S| 3 2 s | @ 3 2 S| o 3 2 S| ° 3 = s | @

M ~ 2| O M ~ C O M ~ e | O M ~ 2|0 M ~A 2| O
Cl 140 10 150 70 0 70 120 0 120 60 10 70 60 0 60
C2 60 0 60 30 0 30 60 0 60 20 0 20 90 0 90
C3 40 0 40 30 0 30 60 0 60 30 0 30 10 0 10

20,9 °C, 38,3 % RH

21,1 °C, 31,2 % RH

21,4°C, 21,1 % RH

20,9 °C, 33,4 % RH

21,4 °C, 25,0 % RH




Tabulka 28: Monitoring povrchii ve vyrobnim prostoru IlI - vysledné hodnoty méreni za obdobi listopad 2023 az brezen 2024

Stanoveni po¢tu mikroorganismii na povrchu: vysledky (CFU/100 cm?)

Listopad Prosinec Leden Unor Bfezen

=

m ~ g @) m ~ @] m ~ @) m ~ @) m ~ g @)
Cl - - - 4 0 4 - - - 12 0 12 -- -- --
C2 12 0 12 4 0 4 16 0 16 12 0 12 - - --
C3 4 0 4 32 0 32 0 0 0 12 0 12 - -- --
C4 4 0 4 0 0 0 0 0 0 8 0 8 0 0 0
C4 0 0 0 -- - -- 0 0 0 0 0 0 0 0 0
C4 4 0 4 - - - 12 0 12 0 0 0 - - --
Ostatni 4 0 4 - - - 20 0 20 0 0 0 - - --
Ostatni -- -- -- -- - - - - - - - - - - -




Tabulka 29: Monitoring vzduchu ve vyrobnim prostoru 1V - vysledné hodnoty méreni za obdobi listopad 2023 az brezen 2024

Stanoveni po¢tu mikroorganismii ze vzduchu: vysledky (CFU/m3)

Listopad Prosinec Leden Unor Biezen
g
IR s B 2 s B © s B 2 s B 0 < B
= |5 |=22|§ |3 o2 |§E |5 |=22|5 |5 |=22|8 |5 |=2%| 6
N +— 5 v - (=) 5 v + (=) 5 -~ +— (=) 5 -~ + [=) 5 -~
o |3 2 S| @ = 2 s | © G Z2 s | © G Z2 s | @ 3 2 s |
m ~ £ | O m ~ 2 o m ~ £ | O m ~ | O m ~ | Q
D1 90 10 100 140 0 140 30 0 30 60 20 80 90 0 90
D2 30 70 100 0 0 0 50 0 50 10 20 30 60 0 60
D3 150 50 200 40 0 40 10 0 10 40 0 40 0 0 0
24,4 °C, 33,8 % RH 22,2 °C, 38,6 % RH 21,8 °C, 35,7 % RH 21,4 °C, 38,4 % RH 21,3 °C, 44,5 % RH




Tabulka 30: Monitoring povrchii ve vyrobnim prostoru 1V - vysledné hodnoty méreni za obdobi listopad 2023 az brezen 2024

Stanoveni po¢tu mikroorganismii na povrchu: vysledky (CFU/100 cm?)
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