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Uvod

s Biljke su bogate Sirokim spektrom sekundarnih metabolita, kao
$to su tanini, terpenoidi, alkaloidi i flavonoidi za koje je utvrdeno da imaju odre-
dena terapijska svojstva. Prema Svjetskoj zdravstvenoj organizaciji (engl. World
Health Organization, WHO), ljekovita biljka je svaka biljka koja u jednom ili vise
svojih organa sadrzi tvari koje se mogu koristiti u terapijske svrhe ili koje su
prekursori za kemijsku farmaceutsku polusintezu (1). Proizvodi biljnog podrije-
tla mogu se svrstati u razli¢ite skupine proizvoda, a medu njima je najcesca kate-
gorija dodataka prehrani, zatim kozmetickih proizvoda, medicinskih proizvoda,
tradicionalnih biljnih lijekova te biljnih lijekova. Trziste biljnih lijekova sve je
vece i predstavlja znatan dio globalnog trzista lijekovima. Biljni lijekovi sve se
vie razmatraju kao alternativna terapija za kojom pacijent nerijetko poseze i bez
znanja lije¢nika i/ili bez savjetovanja s ljekarnikom. Procjenjuje se da se oko 80 %
svjetske populacije za primarnu zdravstvenu zastitu oslanja na nekonvencio-
nalne lijekove i suplemente biljnog podrijetla (2). Biljni lijekovi se cesto gledaju
kao uravnotezeni i umjereni pristup lijecenju. Takoder, cesto je percepcija u jav-
nosti da su biljni lijekovi bolji ili manje opasni, medutim sa stru¢nog aspekta
primjena biljnih lijekova takoder zahtijeva nadzor, znanstveni pristup, kontrolu
kakvoce i standardizaciju kako bi se rizici primjene takvih lijekova sveli na naj-
manju mogucu mjeru. Sigurnost primjene biljnih lijekova predstavlja veliki pro-
blem i brigu zdravstvenog sustava i javnosti (3).
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Za razvoj biljnog lijeka, od najvece je vaznosti kakvoca biljnih sirovina i/ili
pripravaka. Mikrobioloska kontaminacija kao i prisutnost mikrobioloskih rezi-
dua (npr. mikotoksina) u nesterilnim farmaceutskim proizvodima moze sma-
njiti ili ¢ak inaktivirati terapijsku aktivnost proizvoda te na druge negativne
nacine utjecati na zdravlje pacijenta koji uzima takav biljni lijek.

Glede mikrobioloskih oneci$¢enja, kategorija biljnog lijeka najzahtjevnija
je unutar Europske farmakopeje (Ph. Eur.). Europska farmakopeja definira zah-
tjeve za njihovom mikrobioloskom kakvoc¢om kao i metode za provjeru iste. Iza-
zov u primjeni biljnih lijekova predstavlja uspostavljanje zajednickih usuglage-
nih smjernica, regulatornih mjera i standardiziranog nadzora tijekom uzgoja,
sakupljanja, prerade i izrade. Na temelju postojecih znanstvenih dokaza i vaze-
¢ih propisa o kakvodi, registrirani biljni lijekovi su farmakoloski aktivne sup-
stance i potrebno ih je tretirati slicno uobi¢ajenim lijekovima, $to zahtijeva pro-
mjenu paradigme od strane zdravstvenih djelatnika, ali i $ire javnosti.

Zakonodavni okvir za (tradicionalni) biljni lijek

mora u potpunosti ispuniti sve vazece propise Republike Hrvatske i Europske
unije na podrucju lijekova. Zakon o lijekovima (Narodne novine br. 76/13) i Pra-
vilnik o davanju odobrenja za stavljanje lijeka u promet (Narodne novine br.
83/13) uskladeni su sa Europskim direktivama (4). Zakon o lijekovima 76/13 i
Europska Direktiva 2001/83/EC definiraju lijek kao svaku tvar ili kombinaciju
tvari prikazanu sa svojstvima lijecenja ili sprjecavanja bolesti kod ljudi ili svaku
tvar ili kombinaciju tvari koja se moze upotrijebiti ili primijeniti na ljudima u
svrhu obnavljanja, ispravljanja ili prilagodbe fizioloskih funkcija farmakolos-
kim, imunoloskim ili metabolickim djelovanjem ili za postavljanje medicinske
dijagnoze (5,6). Lijekovi koji kao djelatne tvari sadrze biljne tvari (biljne droge')
i/ili biljne pripravke?, sukladno europskoj regulativi, u Republici Hrvatskoj mogu
biti odobreni postupkom davanja odobrenja za stavljanje lijeka u promet kao biljni
lijek, ili pojednostavljenim postupkom registracije kao tradicionalni biljni lijek.
Prema Zakonu o lijekovima biljni lijek (ukljucuju¢i i tradicionalni biljni lijek) je

! Biljne droge su cijele ili narezane biljke, dijelovi biljaka, alge, liajevi, gljive, u osusenom
ili svjezem obliku te neobradene izluc¢ine biljaka (EMA/HMPC/95714/2013).

Biljni pripravci su pripravci dobiveni razli¢itim postupcima iz biljnih tvari (usitnja-
vanje, ekstrakcija, fermentacija, destilacija, proc¢i§¢avanje, koncentriranje, tijestenje) te
obuhvacaju usitnjene ili praskaste biljne tvari, tinkture, ekstrakte, eteri¢na ulja, istisnute
sokove i preradene izluc¢ine biljaka (EMA/HMPC/95714/2013).
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definiran kao lijek koji kao djelatne tvari sadrzi iskljucivo jednu ili viSe biljnih
tvari ili jedan ili vise biljnih pripravaka, ili jednu ili viSe biljnih tvari u kombina-
ciji s jednim ili viSe biljnih pripravaka (5). Tradicionalni biljni lijek je biljni lijek
¢iju je sigurnost primjene i djelotvornost moguce prepoznati na temelju tradici-
onalne uporabe i koji ispunjava uvjete takoder odredene navedenim Zakonom.
Razlike izmedu kategorije tradicionalnog biljnog lijeka i biljnog lijeka cesta su
nepoznanica zdravstvenim radnicima i pacijentima. Zakonske osnove biljnih
lijekova odnose se na inovativni biljni lijek (nova djelatna tvar ili poznata dje-
latna tvar s novom ili prosirenom indikacijom) i biljni lijek provjerene medicin-
ske uporabe u Europskoj uniji od najmanje deset godina (engl. Well-established
use, WEU). Odobrenje za stavljanje inovativnog biljnog lijeka u promet teme-
ljem ¢l. 26. Zakona (NN 76/13 i NN 90/14) koji odgovara ¢l. 8(3) Direktive
2001/83/EC, izdaje se na osnovi pozitivne ocjene prilozene dokumentacije o dje-
lotvornosti i sigurnosti primjene koju ¢ine vlastita neklinicka (toksikoloska i far-
makoloska) i klinicka ispitivanja proizvodaca lijeka (ovisno o terapijskom pod-
rudju primjene lijeka) ili kombinacija vlastitih neklinickih i klini¢kih ispitivanja
i literaturnih podataka. Prema hrvatskom, odnosno europskom zakonodavstvu
WEU biljni lijek mora ispuniti zakonsku osnovu, a odnosi se na Odobrenje za
stavljanje biljnog lijeka u promet temeljem ¢l. 34. Zakona (NN 76/13 i NN 90/14)
koji odgovara ¢l. 10a Direktive 2001/83/EC, izdaje se na osnovi pozitivne ocjene
priloZzene dokumentacije o djelotvornosti i sigurnosti primjene koju ¢ine iscrpni
literaturni podaci o provjerenoj medicinskoj uporabi djelatne tvari i lijeka u EU
od najmanje deset godina (6). Tradicionalni biljni lijek u tijeku registracije pro-
lazi jednostavniji postupak u odnosu na biljni lijek, a odobrenje za stavljanje
lijeka u promet izdaje se na osnovu pozitivne ocjene dokaza tradicionalne pri-
mjene tijekom najmanje 30 godina u svijetu, od ¢ega najmanje 15 godina u
Europskoj uniji. Temeljem dokaza tradicionalne primjene pretpostavlja se sigur-
nost i djelotvornost lijeka, odnosno nema znanstvenih dokaza djelotvornosti i
sigurnosti ili su podaci ograniceni (7). Postupak koji prethodi stavljanju biljnog
lijeka i tradicionalnog biljnog lijeka na trziste je definiran zakonom i podzakon-
skim aktima, a ocjena sigurnosti i djelotvornosti u nadleznosti nacionalnih
Agencija za lijekove i kljucan je dio tog postupka. Zahtjevi za izdavanje odobre-
nja za stavljanje inovativnog biljnog lijeka u promet su rijetka u EU. Najéesce
zakonske osnove primjenju se za WEU biljni lijek i tradicionalni biljni lijek.

Direktivom 2004/24/EC uvedena je skupina tradicionalnog biljnog lijeka te
je po njezinom stupanju na snagu 2004. godine, odreden prijelazni period od 7
godina kako bi se omogucilo da proizvodaci mogu svoje biljne lijekove prilago-
diti zahtjevima za registraciju po kriteriju tradicionalni biljni lijek (8).
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Povjerenstvo za biljne lijekove (engl. Committee on Herbal Medicinal Pro-
ducts, HMPC) najmlade je povjerenstvo pri Europskoj agenciji za lijekove (engl.
European Medicines Agency, EMA) i ima vrlo vaznu ulogu u uskladivanju poda-
taka i sudbini biljnih lijekova na podru¢ju Europske Unije. Svaka zemlja ¢lanica
EU ima svoga ¢lana i zamjenika u Povjerenstvu (sveukupno 28 ¢lanova) (9).
Prema ¢lanku 16h Direktive 2004/24/EC, HMPC priprema i objavljuje Monogra-
fije biljnih lijekova Europske unije (engl. European Union Herbal Monograph),
koje su po strukturi vrlo sli¢ne sazetku opisa svojstava lijeka. Monografija sadrzi
sve podatke bitne za sigurnu primjenu (tradicionalnog) biljnog lijeka: kvalita-
tivni i kvantitativni sastav, farmaceutski oblik, terapijsku indikaciju, doziranje i
nacin primjene, te informacije koje se odnose na sigurnost primjene kao $to su
nuspojave, kontraindikacije i interakcije s drugim lijekovima. Cilj izrade mono-
grafija je harmonizacija na podrudju biljnih lijekova i tradicionalnih biljnih lije-
kova u EU.

MikrobioloSka onecis¢enja

Kakvoca (tradicionalnog) biljnog lijeka te kakvoca polaznih biljnih sirovima
(biljnih droga) i djelatnih tvari (biljnih pripravaka) mora udovoljavati zahtje-
vima propisanim u Zakonu o lijekovima, Pravilniku o davanju odobrenja za
stavljanje lijeka u promet, smjernicama Europske agencije za lijekove i monogra-
tijama Europske farmakopeje odnosno Hrvatske farmakopeje. Ukoliko lijek nije
obuhvacen Hrvatskom farmakopejom niti Europskom farmakopejom, njegova
kakvoca mora odgovarati farmakopeji priznatoj u EU ili drugim medunarod-
nim priznatim normama (5,10). Primjerice, list vinove loze folium (Vitis vini-
fera L., Vitaceae) tradicionalni je biljni lijek odobren u indikaciji kroni¢na ven-
ska insuficijencija (11). Monografija lista vinove loze ne nalazi se u Hrvatskoj i
Europskoj farmakopeji, a odgovara Francuskoj farmakopeji (Pharm. Franc. X,
1996).

Vazno je istaknuti, da prema Opcoj uredbi EU o hrani (EC) br. 178/2002,
dodaci prehrani koji takoder mogu sadrzavati tvari biljnog podrijetla smatraju
se prehrambenim proizvodima. Odgovornost za sigurnost ovih proizvoda snosi
proizvodac koji proizvod stavlja na trziste. Referentno zakonodavstvo EU na pod-
ruc¢ju dodataka prehrani je Direktiva 2002/46/EZ kojom se utvrduju uskladeni
popisi tvari koji se koriste u proizvodnji dodataka prehrani i zahtjevi za oznaca-
vanje istih, a primjenjuju se samo za vitamine i minerale u proizvodnji dodataka
prehrani. Upotreba drugih tvari osim vitamina ili minerala u proizvodnji doda-
taka prehrani regulira se nacionalnim pravilima ili moze biti podlozna drugom
posebnom zakonodavstvu EU-a. U Republici Hrvatskoj za kontaminaciju dodataka
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prehrani primjenjuje se Pravilnik o najveéim dopustenim koli¢cinama odredenih
kontaminanata u hrani (NN 146/12). Navedenim pravilnikom se preuzimaju
odredbe Uredbe Komisije (EZ-a) br. 1881/2006 od 19. prosinca 2006. kojom se
utvrduju najvece dopustene koli¢ine odredenih kontaminanata u hrani (12).
Mikroorganizmi mogu mijenjati fizicke karakteristike dodataka prehrani, uklju-
¢ujucdi razdvajanje slojeva emulzija, stanjivanje kreme, fermentaciju sirupa, te
mogu stvarati zamucenost ili mirise i promjene boje. Ove promjene utjecu na
terapijski uc¢inak proizvoda i doziranje. Medutim, u pogledu kvarenja posredo-
vanog mikroorganizmima, ¢vrsti dozirni oblici (kapsule, tablete, drazeje) pred-
stavljaju ozbiljniji problem zbog odsutnosti o¢iglednih znakova kvarenja. Stoga,
rezultati istrazivanja i podaci iz literature ukazuju na hitnu potrebu za uvode-
njem specificnih zakonskih propisa koji se odnose na mikrobiolosku kvalitetu
dodataka prehrani, definirajuci kriterije i metode ispitivanja (13).
Mikrobioloska kontaminacija i kemijska kontaminacija mikrobnim pro-
duktima (mikotoksinima) sastavni je element podrucja kontrole i sigurnosti
biljnih lijekova. Biljni lijekovi podlozniji su mikrobioloskim onecis¢enjima od
kemijski dobro definiranog lijeka. Biljne ljekovite vrste mogu sadrzavati zna-
¢ajno mikrobiolosko opterecenje, mogu biti kontaminirane i/ili sadrzavati miko-
toksine (1). Iako se bakterijske endospore i gljivi¢ne (egzo)spore mogu smatrati
dvjema dominantnim skupinama mikrobioloskih kontaminanata povezanih s
ljekovitim biljkama, velika raznolikost bakterijskih i gljivi¢nih stanica te virusa
moze se naci u biljnom materijalu ili na njemu. Vazno je naglasiti da su biljni
lijekovi nerijetko kompleksne biljne mjesavine ¢iji sastav i mikrobioloska ¢istoca
mogu znacajno varirati ovisno o procesima uzgoja, sakupljanja, suSenja, tran-
sporta te formuliranja lijeka. Sigurnost (neskodljivost) primjene biljnih lijekova
uvelike je uvjetovana kakvocom izvorne biljne sirovine tj. biljne droge. Biljne
droge su cijele ili narezane biljke, dijelovi biljaka, alge, lisajevi, gljive, u osuse-
nom ili svjezem obliku te neobradene izlucevine biljaka. Mikrobiolosko optere-
¢enje biljaka moze biti uzrokovano nizom razli¢itih ¢cimbenika. Po svom podri-
jetlu biljni lijekovi podlijezu kontaminaciji mikroorganizmima iz tla, zraka i
vode. Hidroponski uzgoj jedna je od novijih alternativnih metoda popularnom
klasi¢nom nacinu uzgoja raznih biljaka u zemlji, a predstavlja metodu uzgoja na
hranjivim podlogama bez upotrebe tla s djelomicno ili u potpunosti kontrolira-
nim uvjetima u stakleniku ili plasteniku (14). Ovakav nacin proizvodnje pruza
zadtitu od vanjskih, klimatskih i mehanickih utjecaja. Na mikrobnu kontamina-
ciju biljaka mogu utjecati brojni okoli$ni ¢cimbenici kao $to su primjerice tempe-
ratura, vlaga i koli¢ina oborina, postupci rukovanja biljnom sirovinom (ukljucu-
judi i antropogeni utjecaj) te uvjeti skladistenja i preradivanja. Takoder, vazno je
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istaknuti da razli¢iti vektori (prijenosnici) mogu posredovati u mikrobioloskom
onecis¢enju, na primjer ljudi, ptice, glodavci, insekti, zrak i voda. Sukladno nave-
denom vrlo je vazno analizirati razli¢ite aspekte koji se odnose na uzgoj, berbu,
skladistenje, proizvodnju i dekontaminaciju ljekovitih biljnih proizvoda (1).

Kako bioloski izvor biljnog lijeka utjecajem razlic¢itih navedenih ¢imbenika
moze biti varijabilne kakvoce, potrebni su iznimni napori kako bi se osigurala
stalna i adekvatna kvaliteta. Za ¢isto¢u i sigurnost proizvoda, stoga je vrlo vazno
pridrzavati se specifi¢nih higijenskih mjera i standardiziranih postupaka. Pos-
tupci i ¢imbenici obrade u velikoj mjeri odreduju mikrobiolosku kvalitetu kona-
¢nih proizvoda. Izvori kontaminacije su brojni, stoga biljna vrsta za dobivanje
polazne biljne sirovine (biljne droge) mora biti uzgojena i sakupljena u skladu sa
Smjernicama za dobru agronomsku i sakupljacku praksu (engl. Good agricultural
and collection practice for starting materials of herbal origin, GACP), a biljni pri-
pravci i (tradicionalni) biljni lijekovi trebaju biti proizvedeni u skladu sa smjer-
nicama Dobre proizvodacke prakse (engl. Good manufacturing practice, GMP).
Svi proizvodaci ukljuceni u postupak proizvodnje lijeka moraju raspolagati
vaze¢om proizvodnom dozvolom te potvrdom o provodenju dobre proizvo-
dacke prakse (GMP certifikatom) (15,16). Zahtjevi kakvoce za biljne i tradicio-
nalne biljne lijekove detaljnije su definirani smjernicama koje se mogu naci na
mreznoj stranici Europske agencije za lijekove u kategoriji Quality Guidelines
(17,18)

Onecis¢enja mikroorganizmima

Onecis¢enja mikroorganizmima su bioloska onecidc¢enja, te u njih ubrajamo
oneciS¢enja bakterijama i/ili njihovim endosporama, gljivama (kvasci, plijesni;
egzospore plijesni) te rjede virusima i protozoama. Mikroorganizmi mogu utje-
cati na fizikalno-kemijska svojstva samog biljnog lijeka umanjujuéi na taj nacin
njegovu kvalitetu i u¢inkovitost. Svakako najvecu brigu mikrobioloske kontami-
nacije predstavlja izazivanje infektivne bolesti kod covjeka. Kako sve ve¢i glo-
balni problem predstavlja rastuca rezistencija bakterija na antibiotike u klinickoj
praksi i nedostatan pronalazak novih antibiotika, kontaminacija rezistentnim
bakterijskim sojevima predstavljaju poseban zdravstveni problem u primjeni
biljnih lijekova (19).

Objavljeni podaci ukazuju na $irok spektar bakterija i gljivica koje mogu
kontaminirati biljnu sirovinu odnosno lijek. Iako se enterobakterije mogu pro-
nacdi u prirodi, prisutnost enterobakterija i vrste Escherichia coli odrazavaju situ-
aciju u vezi s oneci$¢enjem fekalijama. Zajedno sa skupom koliformnih oblika,
moze se uzeti kao pokazatelj nepozeljnih higijenskih uvjeta. U studiji provedenoj
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u Nigeriji, koja je imala je za cilj procijeniti bakterijsku kontaminaciju, u prahu
biljnih lijekova utvrdene su bakterijske vrste Salmonella typhi, Shigella spp., E.
coli i S. aureus (20). Istrazivanje provedeno 2008. godine pokazalo je da u 60 %
biljnih uzoraka bila prisutna kontaminacija gljivicama, a plijesni vrste Aspergil-
lus flavus i Aspergillus fumigatus bili su najces¢i izolati (21). Jo$ jedno istrazi-
vanje provedeno u Brazilu pokazalo je visoku ucestalost gljivi¢cne kontaminacije
ljekovitih biljaka. Ispitivanjem 91 uzorka utvrdeno je da je u 50 % uzoraka nad-
zemnih dijelova bila prisutna kontaminacija gljivicama. Rezultati su pokazali
kako su prevladavajuce vrste bile (89,9 % izolata) iz rodova Aspergillus i Penicil-
lium bududi da su ove vrste Siroko rasprostranjene u brazilskom ekosustavu.
Sojevi iz rodova Aspergillus i Penicillium proizvode razli¢ite mikotoksine. Kon-
taminirani biljni lijekovi poseban problem mogu biti za imunokompromitirane
bolesnike, starije pacijente ili djecu, koji ih nerijetko primjenjuju kao dopunu ili
zamjenu za standardnu farmakoterapiju (22). Kineman i sur. (23) analizirali su
biljne proizvode koje su koristili HIV-pozitivni bolesnici te u njima izolirali sli-
jedece vrste: Staphylococcus auricularis, Enterococcus casseliflavus, Enterobacter
aglomeranti, E. intermedius, Klebsiella pneumoniae, Sphingomonas paucimobilis,
zatim kvasac Rhodotorula mucilaginosa te plijesan Aspergillus niger.

Ljekovite biljke i biljni proizvodi rijetko su prijavljeni kao izvor virusne
infekcije. Istrazivanje u Japanu objavilo je izvjes¢a o akutnom hepatitisu E (imu-
noseroloska dijagnoza), koja se povezuju s primjenom tradicionalnog kineskog
biljnog medicinskog proizvoda (24).

Oneciscenje sporama

Mikrobioloska onecis¢enja takoder predstavljaju spore bakterija (endospore) i
gljiva (poput konidija kod plijesni). Endospore stvaraju odredene gram-pozi-
tivne bakterije, primjerice iz rodova Bacillus i Clostridium te nastaju kada su
bakterije izloZzene nepovoljnim uvjetima okoline kao npr. povi§enoj temperaturi,
isusivanju, zracenju ili nestadici hranjivih tvari. Opcenito, veci broj spora se
moze utvrditi u suhim biljnim tvarima nego u vlaznim, posebno ako se koristi
neprikladan proces susenja (25). Bakterijske spore su visoko rezistentne na razli-
Cite uvjete (susenje, smrzavanje, vruca vodena para, poviseni tlak, UV zracenje,
etanol). Bakterijske spore se mogu vratiti u vegetativno stanje kada se stvore
povoljni uvjeti okoline. Spore mnogih vrsta Bacillus otporne su na toplinu, zra-
cenje, dezinfekcijska sredstva i isusivanje, tesko ih je eliminirati iz medicinskih i
farmaceutskih materijala i ¢est su uzrok kontaminacije. Posebno opasne vrste iz
porodice Bacillaceae su B. anthracis koji uzrokuje bedrenicu (antraks) i B. cereus
koji uzrokuje trovanje hranom (alimentarne infekcije i intoksikacije).
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Oneciscenje mikotoksinima

Mikotoksini su sekundari metaboliti plijesni i mogu uzrokovati ostecenja na
molekularnom, stani¢cnom nivou i u organskim sustavima, ovisno o vrsti miko-
toksina, koncentraciji i vremenu izlozenosti te drugim ¢imbenicima. Spadaju u
skupinu kemijskih oneci$¢enja uvjetovanih mikroorganizmima, a mogu nastati
tijekom rasta biljke ili tijekom skladistenja. Nastanak mikotoksina ovisi o spo-
sobnosti odredene vrste plijesni za njihovu proizvodnju, vrsti substrata na kojem
plijesan raste, vlaznosti, o prisutnom omjeru ugljikovog dioksida i kisika, prisut-
nosti drugih mikroorganizama te prisutnosti fungicida (26). Prema Ph. Eur.
isticu se vrlo toksicni i karcinogeni mikotoksini lipofilnih svojstava aflatoksini
(aflatoksin By, B,, Gy, G5, M, M,) te okratoksin A (OTA). Kontaminacija plije-
sni vrste A. flavus, najpoznatijim proizvodac¢em aflatoksina, ¢esta je primjerice u
¢aju ljekovitog bilja (24). Osim plijesni vrste A. flavus Cesti proizvodac aflatok-
sina jeiA. parasiticus. Oko 13 razlicitih afltatoksina je poznato u prirodi, a medu
njima se najtoksi¢nijim smatra aflatoksin B; (25,27). Zemljopisno podrijetlo
moze imati znatan utjecaj na stupanj stvaranja aflatoksina jer mikroorganizmi
koji stvaraju aflatoksin preferiraju poviSene temperature i vlazne uvjete. Opce-
nito, biljne tvari koje potje¢u od biljaka uzgajanih u (sub)tropskoj klimi mogu
pokazati znacajno vi$e razine aflatoksina od onih koje se uzgajaju u hladnijim i
suhim klimama (25). Aflatoksin B; se povezuje s hepatocelularnim karcino-
mima te s imunosupresijom. Prevalencija hepatocelularnog karcinoma kod
pojedinaca izloZenih aflatoksinu povecava se tijekom istodobne infekcije viru-
som hepatitisa B (28). OTA je nefrotoksi¢an, hepatotoksi¢an i imunotoksi¢an
mikotoksin (26). Medunarodna agencija za istrazivanje raka je ocijenila OTA-u
kancerogenom (klasa 2B) (29). Okratoksin A stvaraju neke vrste iz porodice
Aspergillus i Penicillium, kao npr. A. ochraceus i P. verrrucosum (25). OTA je vrlo
Cesto prisutan kod korijena sladica, stoga je i farmakopejska metoda odredivanja
okratoksina A pokazana prikladnom za korijen sladi¢a i ekstrakt korijena sla-
dic¢a (30). OTA je slabo topljiv u vodi. U istrazivanju koje su 2014. objavili Shim
isur. (31), ispitivana je brzina prijenosa OTA iz biljnog lijeka u dekokt. Dekokti
su pripremljeni vrenjem i autoklaviranjem uz i bez natapanja u vodi. Analiza
okratoksina je provedena primjenom HPLC (engl. High-performance liquid
chromatography) tehnike. Rezultati su pokazali da je na povecanu brzina prije-
nosa OTA-e utjecalo proces natapanja u vodi i autoklaviranje. Rezultati su tako-
der pokazali da dekokti biljnih lijekova mogu predstavljati znacajan zdravstveni
rizik (31). U istrazivanju koje je proucavalo brzinu prijenosa aflatoksina iz pet
razli¢itih materijala biljnih sirovina u njihove dekokte nakon inokulacije s plije-
sni Aspergillus flavus, pronadeni su aflatoksini B;, B, i G, u pljesnivim uzorcima
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s najve¢im sadrzajem aflatoksina B;. Nadalje, pokazano je kako su aflatoksini By,
B, i G, imali veliku brzinu prijenosa iz biljnih lijekova u njihove dekokte, pose-
bice aflatoksin G, (32).

Znacajna skupina mikotoksina hidrofilnih svojstava koju treba spomenuti
su i fumonizini. Najc¢es¢e ih proizvode plijesni vrste Fusarium verticillioides i F.
proliferatum. Procjenjuje se da postoji 15 razlicitih tipova fumonizina, a najbit-
nijima se smatra fuminozini tipa B;, B,, B3, od kojih je fuminozin B, najucesta-
liji. Na istrazivanim animalnim modelima utvrdeno je da je fuminozin B, hepa-
totoksican i nefrotoksican (33).

U odredivanju koncentracije mikotoksina vrlo je vazno pravilno uzorkova-
nje (34-36). Uzorkovanje biljnog materijala kompleksnije je u odnosu na pre-
hrambeni materijal. Zbog specifi¢ne strukture biljnog materijala, onecisc¢enja
mogu biti neravnomjerno rasporedena u uzorku putem tzv. tockaste kontamina-
cije. Odredene jedinice materijala mogu biti visoko kontaminirane tzv. grozdovi
mikotoksina (engl. mycotoxin clusters), dok ostali dijelovi mogu uopce ne sadr-
zavati mikotoksine. Pri skupljanju uzorka za analizu moze se dogoditi da se pri-
kupi uzorak iz kontaminiranih jedinica ili dijelova koji uopée ne sadrze miko-
toksine Sto moze dovesti do neto¢nih krajnjih rezultata. Vrlo je vazno da se kod
uzorkovanja za mikrobiolosku analizu prikuplja nasumi¢no s§to viSe manjih
pojedinacnih dijelova kako bi konac¢an uzorak bio reprezentativan. Biljni mate-
rijal zbog kompleksne strukture teze je analizirati standardnim metodama, koje
su uglavnom viSe primjenjive na prehrambene uzorke. Navedeno ukazuje na
potrebu razvijanja specifi¢nih i visoko osjetljivih metoda primjenjivih za odre-
dene biljne droge koje bi olaksale utvrdivanje mikotoksina u biljnim uzorcima
(37, 38).

Smanjenje mikrobioloskog oneciséenja

Izvori kontaminacije biljnih droga i biljnih pripravaka, te posljedi¢no potenci-
jalno i (tradicionalnih) biljnih lijekova viSestruki su. Kontaminacija moze biti
primarna i sekundarna. Primarnu kontaminaciju uzrokuju prirodno prisutne
mikrobne vrste (samonikle biljne vrste ili uzgojene monokulture), a na njih
utjecu tlo, zrak, gnojivo i drugi faktori. Sekundarnu kontaminaciju uzrokuje
rukovanje biljnim materijalom (ljudska intervencija, proces susenja, uvjeti
ekstrakcije, proizvodna oprema, ventilacijski sustavi, transport, skladistenje)
(17). Hidroponski uzgoj moze pridonijeti manjoj mikrobioloskoj kontaminaciji
u odnosu na uzgoj u zemlji (39).

U postizanju minimalno moguce mikrobioloske kontaminacije, prevencija
ima prednost pred dekontaminacijskim postupcima (25). Stoga je vazno osigu-
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rati pracenje kako primarne tako i sekundarne kontaminacije (25). Ve¢ spome-
nute smjernice GACP i GMP upravo predstavljaju putokaz u tom procesu jer
naglasavaju vaznost kontinuiranog osiguravanja dobre kontrole kakvoce kroz
proizvodni proces, od izvorne biljne sirovine do kona¢nog proizvoda (25).

Prevencija mikrobioloSkog oneciscenja

Osiguranjem odgovarajucih uvjeta uzgoja treba se sprijeciti suvisna mikrobio-
loska kontaminacija biljnog materijala. U odredenim slucajevima, kada je to
opravdano, mogu se koristiti fungicidi kako bi se smanjila kontaminacija biljnih
droga gljivicama. Vrlo vaznu ulogu ima vrijeme prikupljanja biljnog materijala,
kako bi se ogranicila prisutnost vode u biljnom materijalu (25). Takoder, proces
sudenja izrazito je vaZan, jer prisutna vlaga znacajno utjeCe na moguci rast
mikroorganizama te prisutnost mikotoksina. Susenje se u osnovi definira kao
smanjenje udjela vlage u biljkama, ¢iji je cilj sprje¢avanje enzimske i mikrobne
aktivnosti, te posljedi¢no ocuvanje proizvoda za produljeni rok trajanja (40).
Susenje predstavlja naj¢es¢u, temeljnu metodu ocuvanja ljekovitog bilja koja
omogucava brzo ocuvanje ljekovitih svojstava biljnog materijala na relativno
jednostavan nacin. Optimizacija procesa susenja pridonosi fizickoj, kemijskoj i
mikrobioloskoj stabilnosti biljnog materijala. Odabir uvjeta susenja ovisi o sadr-
zaju vlage, biljnim dijelovima koji se koriste i temperaturi koja je najprikladnija
za o¢uvanje trazenih sastojaka. Koriste¢i odgovarajuce sisteme i tehnike za suse-
nje ljekovitog bilja, moguce je optimizirati uvjete koji pogoduju adekvatnom
uklanjanju vlage, a bez $tetnih utjecaja na kvalitetu aktivnih sastojka (40). Stu-
dije o dugorocnoj stabilnosti osudenih biljnih ¢ajeva i pripravaka su rijetke. Osu-
$ene biljne droge su higroskopne (lako apsorbiraju vlagu) i moraju se skladistiti
pod kontroliranim uvjetima. Rehidratacija moze dovesti do raspada bioaktivnih
metabolita enzimima iz mikroorganizama ili same biljne vrste.

Vazni koraci u procesu proizvodnje biljnih pripravaka i biljnih lijekova su
temperatura te vrsta i vrijeme ekstrakcije. Pored temperature ekstrakcije, izbor
ekstrakcijskog otapala jo§ je jedan vazan faktor za sprjecavanje mikrobne konta-
minacije. Cilj postupka ekstrakcije trebao bi osigurati maksimalni prinos tvari i
biti najvise kvalitete (koncentracija ciljnih spojeva i farmakoloska snaga ekstra-
kata). Za ekstrakciju aktivnih fitokemijskih spojeva najcesce se koriste otapala
metanol, etanol, heksan, kloroform i dietilni eter (41). Ekstrakcijska otpala u
tradicionalnim biljnim lijekovima su najce$ce etanol u razli¢itim koncentraci-
jama i voda (Ph.Eur). Pripravci i lijekovi koji su pripremljeni s vodom ili niskim
koncentracijama etanola posebno su podlozni mikrobioloskoj kontaminaciji
(25). Moguce je dodavanje konzervansa, s tim da je izbor konzervansa i njegova
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koncentracija prikladna i u¢inkovita za svaki pojedini slucaj te u skladu s posto-
je¢im farmakopejskim i drugim vazeéim propisima (42). Vazno je istaknuti da
primjena konzervansa treba biti opravdana te da ima svrhu prevencije mikrob-
nog rasta, a ne smanjivanje mikrobne kontaminacije. Mikrobioloska onecis¢enja
koja proizlaze iz vode, ekstrakcijskih otapala te ekscipijensa za standardizaciju
trebali bi biti kontrolirani budu¢i da oni pridonose ukupnoj mikrobioloskoj
kontaminaciji u biljnom pripravku.

pH vrijednost jedan je od glavnih faktora koji utjecu na kvalitetu lijeka.
Ona kontrolira mnoge kemijske i mikrobioloske reakcije. Kada je pH vrijednost
niska (prisutnost kiselih tvari), broj bakterija mogao bi biti nizak. Pri neutral-
nom do viSem pH, razina mikrobioloske kontaminacije u biljnim pripravcima
moZe biti ve¢a u odnosu na nize vrijednosti pH. Ovo upucuje na to da je neutra-
lan ili alkalan pH pogodan visokom stupnju onecis¢enja biljnim pripravcima. To
se slaze s opazanjem da je rast bakterija optimalan pri vise ili manje neutralnom
pH, u rasponu od 5 do 8,5.

Vecina obrade biljnog materijala prije skladistenja, poput one koja uklju-
Cuje susenje, toplinu, hladenje i pakiranje, moze sprijeciti propadanje biljnog
materijala tijekom skladi$tenja (43). Skladistenje droga vazan je dio proizvod-
nog procesa. Tijekom skladi$tenja, zbog ¢imbenika u okolisu i vlastitih fizickih i
kemijskih svojstava, postupno nastaju fizicke, kemijske i bioloske promjene.
Dugo skladistenje u slabo prozra¢enom skladistu obi¢no povecava udio vlage u
plijesni i proizvodnju toksina. Svjetska zdravstvena organizacija preporucuje da
se svjezi ljekoviti biljni materijal, kad god je to potrebno i moguce, ¢uva na odgo-
varaju¢im niskim temperaturama, u idealnom slucaju od 2 do 8 °C; a smrznuti
proizvodi trebaju se ¢uvati na temperaturama nizim od -20 °C. Za odgovarajucu
kakvocu biljnog lijeka vazna je kakvoca koristenog izvornog biljnog materijala,
ali i sam proizvodni proces. Smanjenje mikrobioloske kontaminacije prevenci-
jom klju¢no je, jer moguc¢nosti naknadne dekontaminacije zapravo su vrlo ogra-
nicene (25).

Dekontaminacijske metode

Dekontaminacijske metode, ukoliko su neophodne, trebaju se primijeniti $to
prije kako bi se §to bolja mikrobioloska kvaliteta odrzala tijekom proizvodnog
procesa te kako bi se onemogucio daljnji mikrobiologki rast (25). Primjena
dekontaminacijske metoda ima za cilj povecati rok trajanja biljnog lijeka. Odabir
razli¢itih metoda dekontaminacije na ljekovito bilje i proizvode ovise o nizu fak-
tora:
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+ optere¢enjem mikroba (prirodom i koli¢cinom pocetne kontaminacije),
+ sastavu biljaka / proizvoda (sloZenosti/omjeru kemijskih tvari u njima),
+ fizickom stanju (¢vrsto, tekudi oblik),

+ uvjetima lijecenja (vrijeme, doza, indikacija).

Vazno je istaknuti da dekontaminacijska metoda nosi mogu¢nost gubitaka
odredene koli¢ine kemijskih/aktivnih spojeva. Stoga, odabirom odgovarajuce
dekontaminacijske metode osim $to je vazno smanjiti mikrobno opterecenje na
propisane razine, vazno je i osigurati da krajnji proizvod ima odgovaraju¢u kva-
litetu, sigurnost i terapijsku uc¢inkovitost (1).

Prema Ph. Eur,, potrebno je dokazati da koriSteni nacin dekontaminacije
nema $tetan utjecaj na biljni materijal te da nema zaostajanja rezidua/kontami-
nanata (44). S druge strane, koristenje nekih uc¢inkovitih sredstava za dekonta-
minaciju zabranjeno je u Europskoj uniji Direktivom 89/365/EEC ili se opcenito
napusta u svijetu, upravo radi Stetnog popratnog djelovanja (rezidua), $to
dodatno smanjuje izbor sredstava za dekontaminaciju (26). Tako je etilen oksid
zabranjen kao sredstvo za dekontaminaciju biljnih tvari u Europi od 31. prosinca
1989. godine.

Prihvatljiv broj prisutnih mikroorganizama za nesterilne farmaceutske
proizvode definiran je Europskom farmakopejom putem maksimalno dozvolje-
nog broja ukupnih aerobnih mezofila (engl. Total aerobic microbial count,
TAMC) i ukupnog broja kvasaca i plijesni (engl. Total combined yeasts/moulds
count, TYMC). Procjenu rizika izvodi proizvodac, a temelji se na pocetnoj razini
kontaminacije i vrsti mikroorganizma.

Dekontaminacijski proces ne bi trebao biti zamjena za GACP ili GMP ili
maskiranje niske mikrobioloske kakvoce biljnih droga, biljnih pripravaka ili
(tradicionalnih) biljnih lijekova. Vec¢ina dekontaminacijskih metoda uc¢inkovito
djeluju na vijabilne mikroorganizme, samo neke smanjuju broj prisutnih spora,
dok se prisutni bakterijski toksini i mikotoksini vrlo tesko uklanjaju iz biljnih
uzoraka (25). Postoje razli¢ite dekontaminacijske metode i svaka od njih ima
svoje specifi¢nosti. Izdvojene dekontaminacijske metode, karakteristike i speci-
fi¢nosti prikazane su u tablici 1.

Metode za odredivanje mikrobioloSke kakvoce

Farmaceutski pripravci se prema mikrobioloskoj kakvoc¢i mogu podijeliti u dvije
skupine - sterilne i nesterilne. Skupina sterilnih lijekova nije predmet ovog rada,
dok ¢e za nesterilne biljne tvari/pripravke biti prikazani zahtijevani kriteriji pri-
hvatljivosti i metode za provjeru mikrobioloske kakvoce prema Europskoj far-
makopeji.
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Tablica 1. » Izdvojene dekontaminacijske metode i njihove karakteristike (preuzeto i prilagodeno iz

EMA/HMPC/95714/2013).

METODA
DEKONTAMINACIJE

KARAKTERISTIKE METODE

ekstrakcija

konzerviranje

primjena etanola

primjena visokih
temperatura

fumigacija

ozracivanje

susSenje
smrzavanjem

primjena visokog
tlaka

primjena alkalnih ili
luzatih supstancija

ovisi 0 nizu faktora (temperatura, izbor otapala, ekstrakcijska
metoda, specificne karakteristike aktivnih sastojaka);

novije ekstrakcijske metode (ekstrakcija potpomognuta
mikrovalovima, ultrazvu¢no potpomognuta ekstrakcija) su
robustnije i brze u odnosu na tradicionalne ekstrakcijske metode
(maceracija, perkolacija ekstrakcija po Soxhlet-u, dekokcija)

primjena konzervanasa i antioksidanasa sprjecava rast gljivica,
stvaranje slobodnih radikala i razlicitih sekreta mikotoksina

primjena visih koncentracija etanola (60-95 %) ima baktericidan
i fungicidan ucinak, dok je primjena etanola neucinkovita na
bakterijske spore

primjenu vrlo visokih temperatura u svrhu unistavanja spora gram
pozitivnih bakterija za posljedicu moZze imati negativan uc¢inak na
fizikalno-kemijska svojstva biljnog lijeka;

metoda nije prikladna za ekstrakte koji sadrze smole u vecoj
koli€ini, izrazito viskozne ekstrakte (sadrZaj suhih zaostataka je visi
od 50 %) te ekstrakte s termolabilnim i hlapljivim sastojcima

ne primjenjuje se Cesto i preporuca se izbjedi je kada je to moguce
tj. preporuka je upotrijebiti neki od drugih postupaka;

primjenom etilen oksida nastaju kancerogeni spojevi zbog ¢ega je
ovaj postupak zabranjen u nekim zemljama;

treba primijeniti u najranijoj mogucoj fazi proizvodnje
ozracCivanje se provodi samo ako drugi postupci nisu izvedivi

prednjaci pred drugim metodama susenja, ali nije dovoljno
istrazena metoda te jo$ uvijek nema dovoljno informacija kako
utjeCe na sastojke biljnog materijala

primjena tlaka 100-800 MPa u procesu unistavanja
mikroorganizama i inaktivacije enzima, tlak se prenosi
ravnomjerno i trenutacno zbog €ega ne dolazi do deformacije i
pregrijavanja uzorka;

moguce je da proces samo osteti stanicu mikroorgamizama te da
se stanica poslije ponovno oporavi;

kako bi se poboljsala u¢inkovitost ovog procesa metodu je mogucée
kombinirati s primjenom visokih temperatura, primjenom viskog
tlaka u ciklusima, ultrazvukom, izmjeni¢nom strujom.

osim $to smanjuje i mikrobioloSku kontaminaciju smanjuje i broj
spora;

bazic¢ni i kiseli sastojci mogu znacajno kemijski promijeniti biljne
tvari/pripravke i zbog toga se ne primjenju Cesto
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Farmakopeja sadrzi metode za (1) utvrdivanje prisutnosti, (2) odredivanje
broja i (3) identifikaciju prisutnih mikroorganizama te propisuje kriterije za pri-
hvacanje nesterilnih farmaceutskih proizvoda koji se temelje na odredivanju
TAMC i TYMC te ispitivanju odsutnosti specifiénih mikrobnih vrsta (45-49).
Prikazane su i alternativne metode, koje se mogu koristiti u odredivanju mikro-
bioloske kakvoce farmaceutskih pripravaka. S obzirom da standardne farmako-
pejske metode zahtijevaju relativno puno vremena za provedbu, prednost nekih
alternativnih metoda je mogu¢nost dobivanja rezultata u stvarnom vremenu ili
blizu stvarnog vremena (25, 49). Uz navedene metode, treba istaknuti i metode
za odredivanje mikotoksina u biljnim lijekovima (27, 30). Procjenu relevantnih
¢imbenika rizika provodi osoblje specijalizirano za mikrobiologiju i tumacenje
mikrobioloskih podataka (slika 1.).

Neki od faktora rizika u procjeni mikrobioloskog oneti$éenja

- - (1 Razumijevanje
MGt mikrobioloske
— interakcije ﬁiz.mlogqe ! "
Izvor biljnog it sastojaka uli]elc.a]a avje i.
materijala. proizvo (llr)l'e pripravka/lijeka s ot\? AME M TARL)
P ae- potencijalnim SENArAIE.
konzervansom. nepozeljnih
sekundarnih
Y, P metabolita. Y,
/Svojstva biljnog (. . 4 # 53 ; b
. o Nacin upotrebe Ciljana skupina
pripravka/biljnog bili lacii
lijeka iljnog . populacije
o pripravka/bilinog | | Put primjene (djeéia dob, starija
@I(lilanFrlci veea lijeka (oralno, dermalno, ivotna dob,
E?ﬂqrgﬁlg;ékom (primjerice biljni rektalno i dr.). kronicni bolesnici,
st bt udinadi cajevi s ili bez imunokompromiti-
oblika) : kipuce vode). rane osobei dr.).
' s N )

Slika 1. » Shematski prikaz nekih faktora rizika u procjeni mikrobioloskog onecis¢enja biljnih droga,
biljnih pripravaka i (tradicionalnih) biljnih lijekova.

Kriteriji prihvatljivosti za mikrobioloSku kakvocu

Definirane su tri kategorije mikrobioloske kakvoce (tradicionalnih) biljnih lije-
kova za oralnu primjenu i biljnih ekstrakata koristenih u njihovoj izradi, prika-
zanih u tablici 2. (50):
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Kategorija A. Biljni lijekovi koji sadrze biljne droge, s ili bez ekscipijensa,
namijenjeni za pripremu infuza ili dekokta koriste¢i kipu¢u vodu (primje-
rice biljni ¢ajevi s ili bez dodatka dodatnih aroma).

Kategorija B. Biljni lijekovi koji, primjerice, sadrze biljne ekstrakte i/ili
biljne droge, s ili bez ekscipijensa, gdje je postupak pripreme (primjerice
ekstrakcija), ili gdje je primjenjivo, u slu¢aju biljnih droga, postupkom pri-
preme ve¢ smanjen broj mikroorganizama ispod granica navedenih u ovoj
kategoriji.

Kategorija C. Biljni lijekovi koji, primjerice, sadrze biljne ekstrakte i/ili
biljne droge, s ili bez ekscipijensa, za koje moze biti pokazano da metoda
postupka pripreme (primjerice ekstrakcija nisko postotnom otopinom eta-
nola ili vodom koja nije kipuca), ili u slucaju biljnih droga, postupak pri-
preme ne smanjuje broj mikroorganizama ispod granica navedenih u kate-
goriji B.

Tablica 2. » Mikrobiolo3ka kakvoca (tradicionalnih) biljnih lijekova za oralnu primjenu i biljnih
ekstrakata koriStenih u njihovoj izradi (preuzeto i prilagodeno iz Ph. Eur. 5.1.8.).

TAMC TYMC E. coli Salmonella spp. GNBOZ
10’CFU g™ 105CFU g™t
KategorijaA (max.5x10’ (max. 5x10° 103CFUg™ gsdsutnost u ND
CFUg™) CFUg™) g
104CFUgtili 102 CFU gtili
-1 -1
" crUml cFum| ,  Odsutnost  Odsutnostu 102CFU g™
KategorfjaB (max.5xo®  (max.5x10% oyl o oc g mi ili CFU mI™
CFU g Lili CFU gL ili g 59125
CFUmI™) CFUmI™)
105CFU gtili 104 CFU g7Lili
-1 -1
" CFUm| CFU ml Odsutnost ~ Odsutnost u 104CFU g™
KategorijaC  (max.5x10°  (max. sx10% /Gl i e gl og m ili CFU mI™*
CFU g lili CFU g lili g 59125
CFU mlI™) CFUmI™)

Legenda: TAMC — ukupan broj mezofilnih bakterija; TYMC — ukupan broj kvasaca i plijesni;
GNBOZ - gram-negativne bakterije otporne na zuc (engl. Bile-tolerant gram-negative
bacteria); CFU g™t ili CFU mI™ - broj bakterijskih stanica kod TAMC, odnosno stanica gljivica
kod TYMC po mlili g uzorka (engl. Colony forming unit); ND - nije definirano.

Za biljne ekstrakte koji e biti koristeni u izradi farmaceutskih pripravaka
za druge puteve primjene (osim oralne primjene) te druge biljne lijekove (osim
onih za oralnu primjenu), vrijede propisi definirani u poglavlju Ph. Eur. 5.1.4.
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(48), a kriteriji su navedeni u tablicama 3.a. i 3.b. No, treba uzeti u obzir da kri-
teriji prihvatljivosti mikrobioloske kakvoce djelatnih i pomo¢nih tvari te samih
lijekova mogu biti i strozi od preporucenih kriterija u Ph. Eur. 5.1.4 poglavlju.

Tablica 3.a. » Kriteriji prihvatljivosti za mikrobiolosku kakvo¢u nesterilnih farmaceutskih oblika
(preuzetoi prilagodeno iz Ph. Eur. 51.4.).

TAMC TYMC ODSUSTVO ODREDENIH
PUT PRIMJENE (CFU g™ ili (CFUgMili  MIKROBIOLOSKIH VRSTA
CFU ml™) CFU ml™)
Rektalna primjena 10° 102 -

Oromukozna, gingivalna,
kutana, nazalna i 102 10t
aurikularna primjena

S.aureus (1 gilitml)
P. aeruginosa (1gili1 ml)

S.aureus (1gili1ml)
Vaginalna primjena 10? 10t P. aeruginosa (1 g ili 1 ml)
C. albicans (1 gili1 ml)

S. aureus (1 flaster)

Transdermalni flasteri 102 10t )
P. aeruginosa (1 flaster)
S.aureus (1 gili1 ml)
Inhalacija 102 10! P. aeruginosa (1 gili 1 ml)

gram-negativne bakterije
otporne na zuc (1 gili1 ml)

Legenda: TAMC — ukupan broj mezofilnih bakterija; TYMC — ukupan broj kvasaca i plijesni;
CFU g-1ili CFU ml-1 - broj bakterijskih stanica kod TAMC, odnosno stanica gljivica kod
TYMC po mlili g uzorka (engl. Colony forming unit).

Tablica 3.b. » Kriteriji prihvatljivosti za mikrobiolosku kakvo¢u nesterilnih tvari za farmaceutsku
uporabu, tj. sirovina koje se koriste za izradu farmaceutskih pripravaka (preuzeto i prilagodeno iz Ph.
Eur.51.4.).

TAMC TYMC ODSUSTVO ODREDENIH
PUT PRIMJENE (CFU g™ili (CFUg'ili  MIKROBIOLOSKIH VRSTA
CFU ml7) CFU mlI™)
Farmaceutske sirovine 10° 102 -

Legenda: TAMC - ukupan broj mezofilnih bakterija; TYMC — ukupan broj kvasaca i plijesni;
CFU g-1ili CFU ml-1 - broj bakterijskih stanica kod TAMC, odnosno stanica gljivica kod
TYMC po mlili g uzorka (engl. Colony forming unit).
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Metode za odredivanje ukupnog broja mikroorganizama - enumeracijske
metode (TAMC, TYMC)

Kao ve¢ navedeno, ukoliko nije drukéije naznaceno, standardno ispitivanje
mikrobioloske kakvoce biljnih droga, pripravaka iz biljnih droga i biljnih lije-
kova treba ukljucivati ispitivanje TAMC i TYMC te odsustvo pojedinih mikrob-
nih vrsta, ovisno o nacinu primjene (45-47). Metode se odnose na konkretno
odredivanje ukupnog broja mezofilnih bakterija i gljivica koje rastu u aerobnim
uvjetima, a predstavljaju mikrobiolosko onecid¢enje. Vazno je napomenuti da je
potrebno osigurati uvjete rada tijekom ispitivanja, koji ¢e sprijeciti dodatnu
mikrobiolosku kontaminaciju. Prije provodenja ispitivanja, potrebno je provje-
riti prikladnost medija i odabrane metode za pojedini uzorak biljne droge/pri-
pravka/lijeka uz pomo¢ standardnih mikrobioloskih sojeva (45-47). Tijekom
provjere prikladnosti, ukoliko sam pripravak/sirovina posjeduje antimikrobna
svojstava, potrebno ih je ukloniti, odnosno neutralizirati na odgovarajuci nacin
prije samog ispitivanja. Nacin inaktivacije antimikrobnih svojstava ovisi o pri-
rodi i svojstvima same tvari/pripravka, a neki od standardnih neutralizatora
prema farmakopeji su primjerice glicin, lecitin, polisorbat (45). Ispitivani uzorak
se priprema za ispitivanje na odgovarajuci nacin, ovisno o fizikalnom stanju i o
topivosti u hidrofilnom mediju, standardno razrjedivanjem u omjeru 1:10. Stan-
dardno preporuceni mediji za razrjedivanje uzoraka su peptonska voda (pH
7,0), otopina fosfatnog pufera (pH 7,2) i triptikaza-soja bujon. Kod lipofilnih
uzoraka, ukoliko je potrebno, za olak$avanje postupka otapanja i razrjedivanja u
medij se moze dodati primjerice polisorbat 80 (45).

Membranska filtracija i nasadivanje membranskih filtera na krute hranjive
podloge

Filtracija odgovarajuce koli¢ine prethodno pripremljenog uzorka (pozeljno 1 g
uzorka) provodi se na membranskom filteru (veli¢ina pora ne ve¢a od 0,45 um)
u duplikatu. Isprani filteri nanose se na odgovarajuce krute hranjive podloge -
za odredivanje TAMC koristi se triptikaza-soja agar (engl. Casein soya bean
digest agar) te provodi inkubacija na 30-35 °C kroz 3-5 dana, dok se za odredi-
vanje TYMC koristi Sabouraud-dekstrozni agar te inkubacija na 20-25 °C, kroz
5-7 dana (45). Nakon inkubacije broje se porasle mikrobne kolonije i racuna
broj CFU/ml ili CFU/g u biljnom uzorku (CFU - engl. Colony forming unit, broj
bakterijskih stanica kod TAMC, odnosno stanica gljivica kod TYMC po mlili g
uzorka).
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Metoda brojenja poraslih kolonija na krutim hranjivim podlogama (engl. Plate
count method)
Serijalno razrjedivanje uzorka moze se provoditi na dva nacina:

(a) razrjedivanje uzorka uklapanjem u krutu hranjivu podlogu - 1 ml pret-
hodno pripremljenog uzorka pomijesa se sa 15-20 ml odgovarajuceg agara
temperature do 45 °C za Petrijevu zdjelicu promjera 9 cm

(b) nanosdenje uzorka odredenog stupnja razrjedenja na povrsinu krutog agara
- volumen agara je isti kao u prethodnom slucaju, a volumen uzorka koji se
nanosi je 0,1 mlL
Za odredivanje TAMC koristi se triptikaza-soja agar te provodi inkubacija

na 30-35 °C kroz 3-5 dana, dok se za odredivanje TYMC koristi Sabouraud-
glukozni agar te inkubacija na 20-25 °C, kroz 5-7 dana (45). Radi jasnog razlu-
¢ivanja pojedinih kolonija, brojenje kolonija provodi se na plo¢ama na kojima je
porast u slu¢aju TAMC ispod 250 kolonija, a u slu¢aju TYMC ispod 50 kolonija.
Ispitivanja se provode najmanje u duplikatu, a kao rezultat se uzima srednja vri-
jednost broja kolonija te racuna broj CFU/ml ili CFU/g u biljnom uzorku.

Metoda najvjerojatnijeg broja (engl. The most-probable-number method; MPN),
odnosno metoda serijskog razrjedivanja u tekucim hranjivim podlogama

Serijalno deseterostruko razrjedenje uzorka provodi se u 3 koraka. Od svakog
stupnja razrjedenja uzima se alikvot od 1g ili 1 ml u triplikatu i dodaje tripti-
kaza-soja bujonu. Dobivenih 9 epruveta inkubiraju se na 30-35 °C kroz 3-5
dana. Nakon inkubacije, promatra se broj epruveta sa zamucenim bujonom
(odnosno mikrobnim porastom) za svaki stupanj razrjedenja uzorka, i odreduje
najvjerojatniji broj prisutnih mikroorganizama prema propisanoj tablici (Ph.
Eur. 2.6.12.-3) (45). Ukoliko postoje nejasnoce pri ocitavanju rezultata, moze se
provesti subkultivacija u istoj vrsti bujona ili na istoimenom agaru, inkubirajuci
kroz najvi$e 2 dana na istoj temperaturi. Preciznost i to¢nost ove metode najma-
nja je u odnosu na prethodne dvije metode, stoga se ova metoda koristi samo u
sluc¢aju nemoguc¢nosti provodenja prethodnih metoda.

Ispitivanje prisutnosti specifi¢nih mikroorganizama

Ovisno o putu primjene biljne tvari/pripravka/lijeka, vazno je ispitati prisutnost,
odnosno potvrditi odsutnost odredenih mikrobioloskih vrsta, kako bi ispitivani
uzorak mogao zadovoljiti zahtjevima farmakopeje (Ph. Eur. 2.6.13) (46). U
tablici 4. prikazan je sazeti pregled najc¢es¢ih mikrobioloskih vrsta od interesa te
koraci provedbe ispitivanja, iako se prema procjeni rizika mikrobioloske konta-
minacije u ispitivanje po potrebi mogu ukljuciti i druge mikrobioloske vrste.
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Ukoliko nema dodatnih zahtjeva, prema Europskoj farmakopeji provjera mikro-
bioloske kakvoce oralnih (tradicionalnih) biljnih lijekova i ekstrakata koji se kori-
ste u njihovoj izradi podrazumijeva konkretno ispitivanje prisutnosti gram-nega-
tivnih bakterija otpornih na zu¢, E. coli i Salmonela spp. (Ph. Eur. 2.6.31) (47).

Tablica 4. » SaZeti pregled mikrobiolo3kog ispitivanja prisutnosti specificnih mikroorganizama za
ne-sterilne farmaceutske pripravke.

Selekcija i

Pred-inkubacija subkultivacija

Interpretacija

1. Uzgoj u Mossel
bujonu za entero-

Mijesanje u bakterije na 30-35°C
Gram- triptikaza- kroz 24 4? sat.|._ Uzorak odgovara propisu ukoliko
negativne  sojinombujonu > subkultivacija nema porasta kolonija
bakterije na 20-25°Ckroz  naviolet-crveno- '
otpornena 2-5sati. zu¢nom-glukoznom
Zuc agaru na 30-35°C

kroz18-24 sata.

Kvantifikacija — metodom najvjerojatnijeg broja (Ph. Eur. 2.6.13. — 4.1.3;
2.6.31.-2.4.1) (46, 47)

1.Uzgojna Porast kolonija indikacija je
e MacConkey bujonu  za mogucu prisutnost E. colii
Mijesanje u na 42-44°C kroz zahtijeva provedbu specifi¢nih
triptikaza- 24-48 sati. testova za kona&nu identifikaciju.
. sojinom bujonu L .
E. coli ha 30-35°C kroz 2- Subkultivacijana Uzorak odgovara zahtjevu B
18-24 sata. MacConkey agaru Hkohko nema pp.rasta'lgolor‘]‘ua
na 30-35°Ckroz ili ako su testovi identifikacije
18-72 sata. negativni.

Kvantifikacija — metodom najvjerojatnijeg broja (Ph. Eur. 2.6.31. - 2.4.2) (47)

1. Uzgoj u Rappaport Porast crvenih kolonija s ili bez
Vassiliadis Salmonella crnog srediSta indikacija su

Mijesanje u bujonu na 30-35°C  na prisutnost Salmonela spp. i
triptikaza- kroz 18-24 sata. zahtijeva provedbu specifi¢nih
Salmonela ?‘ID.J“"OT bUJIOUU 2. subkultivacija testova za konaénu identifikaciju.
sPP- J;dp;)eﬂao;g_(% oc Na |<si|pza-|izin- Uzor.ak odgovara zahtjev~u .
kroz 18-24 sata, deoksikolatnom ukoliko nema porasta opisanih
agaru na 30-35°C kolonija ili ako su testovi
kroz 18-48 sati. identifikacije negativni.

Porast kolonija indikacija je za
mogucu prisutnost P. aeruginosa

M‘Ueganje u Subkultivacija na i zahtijeva provedbu specifi¢nih
Pseudomonas trlptlkaza- ) cetrimidnom agaru  testova za konacnu identifikaciju.
. sojinom bujonu o .
aeruginosa 0 na 30-35°Ckroz Uzorak odgovara zahtjevu
na 30-35°Ckroz 18-72 sat A .
18-24 sata. sata. ukoliko nema porasta kolonija
ili ako su testovi identifikacije
negativni.
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Pred-inkubacija

Selekcija i
subkultivacija

Interpretacija

Porast zutih/bijelih kolonija
okruzenih zutom zonom
indikacija je za mogucu

Mijesanje u subkultivacija na prisutnost S. aureus i zahtijeva
triptikaza- manitol-slanom provedbu specifi¢nih testova za
S. aureus sojinom bujonu agaruna30-35°C  konacnuidentifikaciju.
na30-35°Ckroz | " 18 75 sata U i
18-24 sata. - zorgk odgovara zahtJevbu .
ukoliko nema porasta opisanih
kolonija ili ako su testovi
identifikacije negativni.
1. Inkubacija oba
uzorka u klostridia- . .
mediju u anaerobnim Anaer.obnl porast bacila
uvjetima na (neovisno o endosporama)
Pripremauzorka  30_350c kroz koji daju negativnu reakciju
u duplikatu — 48 sata. na katalazu indikacija je za
Clostridium samo jedan B 5 subkultivaciia prisutnost hogtﬂdi}a i zahtijeva
s uzorak se grije - ) provedbu specifi¢nih testova za
pp- na 80 °C kroz iz oba uzorka na konaénu identifikaciju. Uzorak
10 minuta, zatim Columbiaagaru odgovara zahtjevu ukoliko
naglo hladi. iinkubacija u nema porasta opisanih kolonija
anaerobnim ili ako su testovi identifikacije
uvjetima na negativni.
30-35°Ckroz
48-72 sata.
Porast bijelih kolonija indikacija je
Mijesanje u Subkultivacija za mogucu prisutnost C. albicans
Sabouraud- na Sabouraud- i zahtijeva provedbu specifi¢nih
Candida glukoznom glukoznom agaru testova za konacnu identifikaciju.
albicans bujonu na i inkubacija na Uzorak odgovara zahtjevu
30-35°Ckroz 30-35°Ckroz ukoliko nema porasta opisanih
3-5dana. 24-48 sati. kolonijaili ako su testovi
identifikacije negativni.
Mikotoksini

Odredivanje aflatoksina B, u biljnim lijekovima (Ph. Eur. 2.8.18)

Ukoliko u pojedina¢noj monografiji nije druk¢ije naznaceno, propisani limit za
sadrzaj aflatoksina B1 u biljnim lijekovima iznosi 2 pg/kg, dok ukupan sadrzaj
aflatoksina B1, B2, G1i G2 ne bi trebao prelaziti 4 ug/kg. Farmakopejska metoda
ispitivanja aflatoksina pokazala se prikladnom za uzorke korijena vrazje kandze
(Harpagophyti radix), podanka dumbira (Zingiberis rhizoma) i plodova sene
(Sennae fructus acutifoliae, Sennae fructus angustifoliae). Odredivanje aflatok-
sina B1 u biljnim uzorcima provodi se teku¢inskom kromatografijom s imunoa-
finitetnom kolonom, koja sadrzi antitijela za aflatoksin B1 (Ph. Eur. 2.8.18) (27).
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Ukratko, uzorak pulveriziranog lijeka dodaje se definiranoj smjesi vode i meta-
nola i ekstrahira na ultrazvuc¢noj kupelji. Dobiveni filtrat prolazi daljnji anali-
ticki postupak pri definiranim kromatografskim uvjetima (mobilna faza, brzina
protoka, fluorescentni detektor; 365 nm/435 nm), uz pripremu aflatoskin Bl
standarda i kalibracijske krivulje (uobicajeni raspon koncentracija 1-8 ug/kg).
Redoslijed eluiranja zapocinje s aflatoksinom G2, zatim slijede redom G1, B2 te
B1. Radi pojacanja kromatografskog signala, preporuca se derivatizacija aflatok-
sina nakon ispiranja s kolone. Sadrzaj aflatoksina B1 u biljnom lijeku dobiva se
rac¢unski i izrazava se u ng/g. Treba napomenuti da zbog toksi¢nosti i kancero-
genosti s aflatoksinima treba raditi oprezno i s odgovaraju¢im sigurnosnim mje-
rama, te da su aflatoksini podlozni razgradnji UV-svjetlom, stoga je potrebno
osigurati odgovarajuce uvjete za vrijeme rada s otopinama aflatoksina.

Odredivanje okratoksina A u biljnim lijekovima (Ph. Eur. 2.8.22)

Farmakopejska metoda ispitivanja okratoksina A pokazala se prikladnom za
ispitivanje korijena sladic¢a (Liquiritiae radix; limit 20 ug/kg) i ekstrakta sladic¢a
(Liquiritiae extractum siccum ad saporandum; limit 80 pg/kg). Odredivanje
okratoksina A u biljnim uzorcima provodi se tekuc¢inskom kromatografijom s
imunoafinitetnom kolonom, koja sadrzi antitijela za okratoksin A (Ph. Eur.
2.8.22) (30). Ukratko, uzorak pulveriziranog uzorka dodaje se definiranoj oto-
pini natrij hidrogen karbonata i ekstrahira na ultrazvu¢noj kupelji. Nakon cen-
trifugiranja, dobiveni se supernatant dodatno procisc¢ava te prolazi daljnji anali-
ticki postupak pri definiranim kromatografskim uvjetima (mobilna faza, brzina
protoka, fluorescentni detektor 330 nm/460 nm), uz pripremu okratoksina A
standarda i kalibracijske krivulje (uobicajeni raspon koncentracija 0,5-250 ug/
kg). Sadrzaj okratoksina A u biljnom lijeku dobiva se racunski i izrazava se u
ng/g. Treba napomenuti da zbog toksi¢nosti i kancerogenosti s okratoksinom A
treba raditi oprezno i s odgovaraju¢im sigurnosnim mjerama.

Alternativne metode (Ph. Eur. 5.1.6.)

Unutar Europske farmakopeje poglavlje 5.1.6. nudi alternativne metode za kon-
trolu mikrobioloske kakvoce farmaceutskih tvari i pripravaka, koje mogu biti od
pomoc¢i pri odabiru dodatne metode tijekom standardnih ispitivanja, ili pak
mogu u odredenim uvjetima biti zamjena za konvencionalne metode (49).
Neophodno je pokazati prikladnost odabrane metode te provesti postupak vali-
dacije (25). Metode su brojne i odnose se na ukupno tri glavne razine mikrobio-
loske kakvoce: (a) kvalitativno ispitivanje prisutnosti/odsutnosti mikroorgani-
zama, (b) kvantitativno odredivanje broja prisutnih mikroorganizama te (c)
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testovi identifikacije. Sustavno su prikazani principi metoda, osvrti na prednosti
i nedostatke pojedine metode, potencijalna primjena u kontroli mikrobioloske
kakvoce te smjernice postupaka validacije. Primjerice, predlozene alternativne
metode za kvantitativno odredivanje (enumeraciju ili brojanje) mikroorgani-
zama su autofluorescencija, protoc¢na citometrija, izravna tehnika epifluorescen-
tnog filtera (engl. direct epifluorescent filter technique, DEFT) te citometrija na
krutoj fazi (engl. solid phase cytometry) (49).

Zakljucak

s Ukoliko sadrze izvorne biljne sirovine, biljni lijekovi imaju ve¢u
vjerojatnost mikrobioloske kontaminacije u usporedbi s lijekovima sintetskog
podrijetla. U postupku procjene rizika za mikrobiolosku kontaminaciju (uklju-
¢ujudi prisutnost endo- i egzospora i mikotoksina), vazno je razmotriti sve rele-
vantne ¢imbenike za pojedini sluc¢aj. Europska farmakopeja definira kriterije pri-
hvatljivosti broja i vrste mikroorganizama za biljne droge, biljne pripravke i
(tradicionalne) biljne lijekove te metode za odredivanje mikrobioloske kakvoce.
Uz propise farmakopeje, prisutne su i vazece smjernice Europske agencije za lije-
kove (EMA) te moguce smjernice na nacionalnim razinama. Za postizanje odgo-
varajuce mikrobiologke kakvoce neophodno je implementiranje smjernica dobre
agronomske i sakupljacke prakse te dobre proizvodacke prakse, koje ukljucuju
odredivanje onecis¢enja i pracenje mikrobioloske kakvoce kroz sve korake
nastanka konacnog lijeka/pripravka/droge. Preventivne mjere su klju¢an pristup
na tom putu jer su dekontaminacijske metode relativno ogranicene i donose nove
izazove tijekom primjene (utjecaj na fitokemijski sastav, toksi¢nost, zaostajanje
rezidua). Ukoliko nije druk¢ije naznaceno, provjera mikrobioloske kakvoce oral-
nih (tradicionalnih) biljnih lijekova i ekstrakata koji se koriste u njihovoj izradi
podrazumijeva konkretno ispitivanje TAMC, TYMC te prisutnosti gram-nega-
tivnih bakterija otpornih na zug, E. coli i Salmonela spp. Prema potrebi, moze se
ispitati prisutnost i drugih mikrobioloskih vrsta. Osim standardnih enumeracij-
skih metoda koje uklju¢uju membransku filtraciju, metodu brojenja poraslih
kolonija na krutim hranjivim podlogama te metodu najvjerojatnijeg broja, opi-
sane su i alternativne metode za odredivanje mikrobioloske kakvoce. Takoder,
vazan aspekt mikrobioloske kakvoce je sadrzaj mikotoksina, s posebnim nagla-
skom na odredivanje aflatoksina Bl i odredivanje okratoksina A. Neovisno o
tome radi li se o biljnim lijekovima ili drugim puno dostupnijim biljnim priprav-
cima, treba obratiti paznju na ¢injenicu da oni dijele jednak rizik moguce mikro-
bioloske kontaminacije, koja moze ukljucivati oportunisticke patogene, patogene,
rezistentne mikrobne sojeve te mikotoksine koji znac¢ajno mogu utjecati na
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zdravstveno stanje pacijenta, odnosno osobe koja ih konzumira. Sa sve ve¢im
globalnim interesom za primjenom biljnih pripravaka razli¢itog podrijetla, neop-
hodno je sustavno nastojanje osiguranja njihove neskodljivosti/sigurnosti tije-
kom primjene. Mikrobioloska kakvoca samo je jedan, no potencijalno vrlo rizi-
¢an aspekt sigurnosti primjene biljnih pripravaka svih kategorija.

1_2 Microbiological contamination of
(traditional) herbal medicinal products

2021 V. Ljolji€ Bili¢, I. Marinovi¢, I. SamardZi¢, I. Kosalec

Abstract Herbal substances, herbal preparations and herbal medicinal
products, as well as traditional herbal medicinal products are of
natural origin and have a higher risk of microbial contamination compared to
chemical drugs. This review addresses microbial contaminants and chemical
contaminants as products of microbial presence, referring mainly to mycotoxins.
An overview is given on how to ensure suitable microbial quality, considering
the importance of preventative measures, manufacturing processes and by
applying decontamination processes in the frame of current regulatory aspects.
Satisfactory quality regarding microbiological and mycotoxin contamination
should be a result of mainly preventive measures, rather than interventions for
decreasing the contamination. Evaluation should be based on a case-by-case risk
assessment and usually includes tests and limits given in Ph. Eur. (for example
TAMC, TYMC, absence of certain specified micro-organisms, testing on myco-
toxins) in order to ensure a safe final product for the consumer or patient.
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