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PROCEDURE FOR RAPID DETERMINATION OF BILE-TOLERANT GRAM-NEGATIVE BACTERIA IN DRUGS

Summary. The European Pharmacopoeia is a single reference study for the quality control of drugs. The official stan-
dards published within it provide a legal and scientific basis for quality control in the processes of drugs development,
production and marketing. However, the long experience and the multitude of studies have demonstrated that medicinal
forms represent unstable dispersed systems and can undergo various manifest or non-manifest changes, leading to drug
incompatibilities. Along with the physico-chemical transformations, microbiological transformations can occur with the
contamination of the final product with pathogenic, conditionally pathogenic or even saprophytic germs, especially medi-
cines that do not undergo final sterilization or are not aseptically prepared. Microbial contamination of the drug can be an
indicator of the production conditions; it can cause the instability of the product through the microbial decomposition of
auxiliary substances, the alteration or definitive cancellation of the therapeutic effect of the active substances, the appear-
ance of metabolites with toxic properties, especially those fractions of endotoxins on the wall cell of gram-negative bacte-
ria with the development of allergenic, pyrogenic substances and the induction of the danger of local orgeneral infections.
An important role is attributed to the group of bile-tolerant gram-negative bacteria as representatives of microorganisms
that are inadmissible in one g/ml for the absence test and for the quantitative test <10 NCP/g/ml (probable number of
bacteria), inadmissible in non-sterile medicinal products, herbal medicinal products for oral use and extracts used in their
preparation. Due to the diversity of medicinal forms in terms of content, method of application, and therapeutic action,
these preparations fulfil the indispensable conditions for the growth of microorganisms, therefore a primary concern is to
avoid microbial contamination from the technological phase to the administration phase in order to prevent complications
associated with bacterial infections. The given study reveals the testing of the procedure for the rapid determination of
inadmissible microorganisms in non-sterile medicinal products and herbal drugs for oral use and the extracts used in their
preparation, especially microorganisms of the group Enterobacteriaceae spp.
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Rezumat. Farmacopeea Europeand este singurul studiu de referinta pentru controlul calitatii medicamentelor. Stan-
dardele oficiale publicate in cadrul acesteia oferd o baza legala si stiintifica pentru controlul calitatii in procesele de dezvol-
tare, productie si comercializare a medicamentelor. Experienta indelungata si multitudinea de studii au demonstrat insa ca
formele medicamentoase reprezinta sisteme disperse instabile si pot urma diverse modificdri manifeste ori nemanifeste,
cu aparitia incompatibilitatilor medicamentoase. Odata cu transformarile fizico-chimice pot surveni transformari microbio-
logice, insotite de contaminarea produsului final cu germeni patogeni, conditionat patogeni sau chiar saprofiti, indeosebi
a medicamentelor care nu se supun sterilizarii finale sau nu sunt preparate aseptic. Contaminarea microbiana a medi-
camentului poate constitui un indicator al conditiilor de producere, poate determina instabilitatea produsului prin des-
compunerea microbiand a substantelor auxiliare, modificarea sau anularea definitiva a efectului terapeutic al substantelor
active, aparitia de metaboliti cu proprietati toxice, in special a fractiunilor de endotoxine de pe peretele celular al bacteriilor
gram-negative cu dezvoltarea substantelor alergene, pirogene siinducerea pericolului de infectii locale ori generale. Un rol
important i se atribuie grupului de bacterii gram-negative tolerante la bila ca reprezentanti ai microorganismelor care nu
sunt admise intr-un g/ml pentru testul de absenta si pentru testul cantitativ <10 NCP/g/ml (numdrul probabil de bacterii),
inadmisibile in produsele medicamentoase nesterile, in medicamente pe baza de plante de uz oral si in extractele utilizate
la prepararea acestora. Datorita diversitdtii formelor medicamentoase sub aspect de continut, mod de aplicare si actiune
terapeuticd, aceste preparate indeplinesc conditiile indispensabile dezvoltdrii microorganismelor, de aceea o prima pre-
ocupare este evitarea poluarii microbiene din faza tehnologica pana in faza administrarii, pentru a preveni complicatiile
asociate infectiilor bacteriene. Prezentul studiu releva testarea procedeului de determinare rapida a microorganismelor
inadmisibile in produsele medicamentoase nesterile, in medicamentele pe baza de plante de uz oral si in extractele utiliza-
te la prepararea acestora, indeosebi a microorganismelor din grupul Enterobacteriaceae spp.

Cuvinte-cheie: Escherichia coli, procedeu, determinare rapida, medicamente.
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INTRODUCERE

Controlul microbiologic al medicamentului este
una dintre misiunile esentiale in realizarea suprave-
gherii calitatii medicamentelor de uz uman, in limitele
prevazute de normele oficiale si specificatiile Farmaco-
peelor nationale i internationale. La momentul actual,
practica medicala si observatiile din domeniul farma-
ceutic demonstreaza faptul ca numeroase forme medi-
camentoase, care adesea trec neobservate, pot contine
bacterii si/sau fungi in proportii deosebit de variate si
specii foarte diverse, in majoritate saprofite. Contami-
narea lor cu germeni patogeni, conditionat patogeni
sau chiar saprofiti ridica tot mai multe probleme de sa-
ndtate colectivd sau individuala. Aceste medicamente
prezinta risc major in cazul tratarii arsurilor, plagilor
si ulceratiilor grave pe mari suprafete epidermice de-
nudate. La incidente fatale pot duce si medicamentele
indigene intravenoase preparate in spitale, care au un
risc ridicat de contaminare microbiand avand un ter-
men de valabilitate scurt [1; 2].

Retragerea in ultimii ani a unui numér din ce
in ce mai mare de produse farmaceutice ne-a fa-
cut sa constientizam cat de importanta este calitatea
microbiologicd a medicamentelor. Diseminarea mic-
roorganismelor in medicamente poate deveni o sursa
de raspandire a patologiei infectioase prin intermediul
acestora, in cazul cand produsele contaminate sunt
procesate la nivel industrial in loturi apreciabile [3].

Stabilitatea unui medicament reprezinta, aldturi
de eficacitate, puritate si inocuitate, un factor impor-
tant in asigurarea calitatii acestuia. Medicamentul
considerat stabil isi mentine caracteristicile de calitate,
conferite la preparare, in limitele prevazute de norme
oficiale pentru o anumita perioadd de timp. Medica-
mentul trebuie sd prezinte stabilitate fizicd, chimica
si microbiologicd. Orice modificare a medicamentu-
lui, manifesta sau nemanifesta, atata timp cat este in
afara specificatiilor prevazute de producitor, poate
determina instabilitatea eficacitatii si sigurantei aces-
tuia, poate genera incompatibilitati medicamentoase
si prezenta microorganismelor inadmisibile, poate
reprezenta surse de contaminare [1; 4]. La randul
sdu, activitatea metabolici a microorganismelor
poate induce instabilititi fizico-chimice, cu apari-
tia metabolitilor pirogeni, diminuarea proprietatilor
farmacocinetice si anularea efectului terapeutic, gene-
rand neincrederea pacientului in beneficiile medica-
mentului.

In tratamentul diferitor maladii se utilizeazi
diverse forme medicamentoase dupé continut, modul
de aplicare si actiune terapeutica, ce pot fi expuse ac-
tiunii factorilor nefavorabili indicati mai sus. Aceste
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preparate indeplinesc conditiile indispensabile dez-
voltarii microorganismelor, de aceea o prima preocu-
pare este evitarea poludrii microbiene a preparatului
din faza tehnologica de preparare pana in faza admi-
nistrarii [2; 4].

Controlul si prevenirea contaminarii cu bacterii
gram-negative tolerante la bild necesita o abordare
cuprinzdtoare si proactiva. Aceasta implica masuri
manageriale stricte de monitorizare a calitatii si anga-
jamente de imbunatatire continua a proceselor tehno-
logice, evitarea practicilor inadecvate de manipulare si
conditiilor precare de depozitare si prelucrare a mate-
riei prime brute, evitarea influentei factorilor de me-
diu in timpul perioadelor pre- si post-tehnologice din
cauza naturii diverse a substantelor active din compo-
nenta medicamentului ce predispune la deteriorarea
treptata a constituentilor bioactivi, produsul rezultat
avand o calitate inferioard si eficacitate terapeuticd
modificata.

Scopul studiului rezida in elaborarea procedeului
pentru indicarea si identificarea rapidd a microorga-
nismelor din grupul de bacterii gram-negative tole-
rante la bild inadmisibile in medicamente. Procedeul
include mediul de cultura pentru multiplicarea i in-
dicarea rapida si setul minim de teste pentru identifi-
carea rapida.

MATERIALE SI METODE

Tulpini bacteriene. In acest studiu au fost utilizate
noud tulpini bacteriene de referintd din colectia
americana care apartin unui numér de patru specii:
Escherichia coli ATCC 25922, Escherichia coli ATCC
35218, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Sta-
phylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus epi-
dermidis ATCC 149990, Proteus vulgaris ATCC 25933,
Proteus mirabilis ATCC 12453, Klebsiella pneumoniae
ATCC 700603, Klebsiella pneumoniae ATCC 10031. In
prealabil, tulpinile au fost precultivate in bulion trip-
ticazd de soia. Toate tulpinile microbiene au fost culti-
vate pe medii specifice pentru fiecare specie, si anume:
agar Tryptic Soy, agar Mannitol Salt, agar MacConkey,
agar sange, agar peptonat (BioMérieux, Franta) si me-
diul MCS-Ent. In studiu au fost utilizate, de asemenea,
medicamente etichetate ,steril’, preparate de uz oral
si local, componente ale recepturilor de preparare a
mediilor micropeliculare, reagenti si compusi chimici
pentru obtinerea selectivitatii, factori de favorizare a
multiplicdrii si factori de inhibitie de la distribuitorii
oficiali.

A fost utilizatd metoda clasica microbiologica
comparativd, metodele de indicare si identificare a
enterobacteriilor si procedeul propus de determinare
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rapidd, studiul selectivitatii mediului micropelicular
concentrat, studiul specificitatii procedeului rapid,
studiul comparativ al mijloacelor de identificare cu-
noscute cu cel elaborat, controlul microbiologic al
medicamentului reglementat de Farmacopeea Euro-
peana cu controlul medicamentului dupa procedeul si
algoritmul propus [5].

Dezvoltarea mediului de culturd. Procedeul
propus consta din mediul de culturd micropelicular
care include in componenta sa hidrolizat de cazeina,
gelatina, malonat de sodiu, cetyltrimethylammonium
bromide, clorura de sodiu, albastru de bromtimol hid-
rosolubil, fosfat monopotasic, fosfat disodic. Cerceté-
rile au fost efectuate utilizand materiale si reactivi de
puritate inalta ,,SigmaAldrich”

Pentru prepararea mediului MSD-Ent in preala-
bil se pregatesc solutii stoc de fosfati pentru obtinerea
solutiei tampon fosfatic pH 7,2, de gelatind 10%, de
bulion peptonat de 20% si rosu de fenol 1,0%.

Prepararea solutiilor stoc de fosfati are loc dupa
urmatoarea metoda: fosfat monopotasic (KH,PO,) -
9,078 g se dizolva in 1000 ml de apa distilata; fosfat di-
sodic (Na,HPO,) - 11,876 g in 1000 ml de apa distilatd
pand la dizolvarea completa.

Solutia de gelatind 10% se pregateste intr-un tub
steril, in care se introduc 1,0 g de gelatina cristalizata si
9,0 ml de apa distilata. Se lasa timp de 45-50 de minute
pentru a se umfla, apoi se incalzeste in baia de vapori
la temperatura de 85-90 °C, amestecandu-se cu o ba-
ghetd din sticld pana la dizolvarea completa.

Pentru pregitirea solutiei de rosu de fenol de
1,0%, intr-un tub steril se toarnd 10,0 ml de apa disti-
lata sterila, la care se adaugd 0,1g rosu de fenol. Tubul
se incalzeste timp de 45 de minute in baia de vapori la
temperatura de 85-90 °C.

Prepararea mediului: intr-o retorta chimic curata
si sterild se introduce solutie de hidrogenofosfat de
sodiu - 49,0 ml, solutie de dihidrogenat de potasiu -
21,0 ml, hidrolizat de cazeina - 1000,0 mg, glucoza -
1000,0 mg, nitrat de sodiu - 250,0 mg, clorura de so-
diu - 500,0 mg, bulion peptonat de 20% - 10,0 ml,
cristal violet - 1,0 mg. Amestecul se agitd, apoi se
adauga solutie de gelatina de 10% - 10,0 ml si solutie
de rosu de fenol de 1% - 10,0 ml. Continutul se agita,
obtindndu-se un mediu de culturd lichid, care se toar-
nd cu pipeta dozata, cate 0,2 ml, in flacoane sterile. Se
usuca la temperatura de +37 °C timp de 24-48 de ore si
se sterilizeaza sub actiunea razelor ultraviolete timp de
90-120 min. Tuburile se inchid cu dopuri de cauciuc
sterile, apoi cu capace metalice. Astfel, mediul elaborat
prezinta o micropeliculd sterila fixata la fundul unui
flacon cu un volum de 10,0 ml.

REZULTATE $I DISCUTII

Pentru determinarea enterobacteriilor in flaco-
nul cu mediu se aplica 2,0 ml de apa distilata sterild
si tulpina de E. coli in concentratia 10'-10°. Timp de
2-3 min. mediul se dizolva, apoi se incubeazd in ter-
mostat la temperatura de 37 °C pana la 9 ore. In cazul
prezentei enterobacteriilor, culoarea rosie trece in gal-
bena ca rezultat al scindarii glucozei si virdrii pH-ului
spre acid, pe cand in flaconul-martor culoarea nu se
schimbd (ramane rosie).

Timpul indicarii enterobacteriilor depinde de con-
centratia initiala a germenilor intr-un mililitru de ma-
terial de examinat. Indicarea celulelor unice de bacterii
P, aeruginosa este posibild peste 9-24 de ore de incuba-
re, iar a concentratiei 10*-10° UFC/ml timp de 5-6 ore
de incubare la temperatura de 37 °C (tabelul 1).

A fost determinata sensibilitatea si selectivitatea
mediului propus. Pentru stabilirea selectivitatii me-
diului s-au efectuat experimente in serie cu patru lo-
turi de microorganisme in asociatie, in 30 de repetitii.
La formarea asociatiilor au fost selectate microorga-
nismele inadmisibile in majoritatea medicamentelor.

Lotul I. E. coli ATCC 25922 (10%) + S. aureus ATCC
25923 (10°); E. coli ATCC 25922 (10%) + P. aeruginosa
ATCC 27853 (10°); P. vulgaris ATCC 25933 (10%) +
S. epidermidis ATCC 149990 (10°); K. pneumoniae
ATCC 700603 (10%) + S. epidermidis ATCC 149990
(10°).

Lotul IL. E. coli ATCC 25922 (10%) + S. aureus ATCC
25923 (10°; E. coli ATCC 25922 (10°) + P. aeruginosa
ATCC 27853 (10°); P. vulgaris ATCC 25933 (10°) +
S. epidermidis ATCC 149990 (10°); K. pneumoniae
ATCC 700603 (10°) + S. epidermidis ATCC 149990
(109).

LotulIIL. E. coli ATCC 25922 (10*) + S. aureus ATCC
25923 (10°); E. coli ATCC 25922 (10*) + P. aeruginosa
ATCC 27853 (10°%); P. vulgaris ATCC 25933 (10*) +
S. epidermidis ATCC 149990 (10°); K. pneumoniae
ATCC 700603 (10*) + S. epidermidis ATCC 149990
(10°).

LotulIV. E. coli ATCC 25922 (10°) +S. aureus ATCC
25923 (10°); E. coli ATCC 25922 (10°) + P. aeruginosa
ATCC 27853 (10°); P. vulgaris ATCC 25933 (10°) +
S. epidermidis ATCC 149990 (10°); K. pneumoniae
ATCC 700603 (10°) + S. epidermidis ATCC 149990
(10°) (tabelul 2).

In baza rezultatelor obtinute s-a stabilit ca mediul
dispune de selectivitate fata de enterobacterii, in func-
tie de concentratia initiald a acestora si a microorga-
nismelor din asociatie.

Pentru determinarea sensibilititii mediului au
fost efectuate experimente in serie cu sase tulpini de
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Tabelul 1
Timpul indicarii enterobacteriilor in functie de concentratia lor initiala
Concentratia microor- Timpul indicérii, ore
ganismelor (UFC/ml) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 24
10! - - - - - - - + ++ ++
102 - - - - - - ++ ++ ++
10° - - - - - + ++ ++ ++
10* - - - - - + ++ ++ ++ ++
10° - - - - + ++ ++ ++ ++ ++
10° - - - - ++ ++ ++ ++ ++ ++
107 - - + ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
108 - ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
10° - ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
>2 mld. ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
Nota: ,,++” - reactie pozitivd pronuntatd; ,,+” — reactie pozitiva; ,,-” — reactie negativa.

referintd in doud concentratii, de 10* si 10° UFC/ml.
In paralel s-a efectuat cultivarea bacteriilor pe mediile
agar-sange si Endo (tabelul 3).

Experimental s-a stabilit cd mediul propus este
mult mai sensibil comparativ cu mediile agar-sange si
agar-peptonat si permite determinarea enterobacteri-
ilor timp de 6 ore. Compozitia si raportul optim ale
ingredientelor creeazd un mediu in forma de micro-
pelicula fixata la fundul unui flacon ce serveste ca vas
pentru pastrarea mediului si, totodata, pentru efectu-

area testarii. Termenul de péstrare a mediului este de
doi ani (termen de observare).

In contextul celor relatate trebuie ficute un sir de
precizéri. Asadar, controlul ,,puritatii microbiologice”
efectuat in sprijinul productiei farmaceutice si biofar-
maceutice se incadreazd in trei categorii principale:
indicare (calitativa), enumerare (cantitativd) si carac-
terizare/identificare. Metodele microbiologice traditi-
onale sunt enumerate in compendii si discutate prin
utilizarea tehnicilor conventionale bazate pe crestere

Tabelul 2
Selectivitatea mediului de cultura
L. L. Numarul Indicarea, ore P
Specia microbiana de experimente 9 " 69 924
E. coli (10%) 30 90,3+2,1 100+0,0 - <0,05
S. aureus (10°)
E. coli (10%) 30 0 96,6+2,0 96,6+2,0 - <0,05
P aeruginosa (10°)
P vulgaris (10%) 30 0 90,3+1,7 100+0,0 - <0,05
S. epidermidis (10°)
K. pneumoniae (10%) 30 0 93,3+2,1 100+0,0 - <0,05
S. epidermidis (10°)
E. coli (10%) 30 0 96,6+2,0 96,6+2,0 - <0,05
S. aureus (10°)
E. coli (10%) 30 0 93,3+2,1 100+0,0 - <0,05
P, aeruginosa (10°)
P vulgaris (10°) 30 0 100+0,0 100+0,0 - -
S. epidermidis (10°)
K. pneumoniae (10%) 30 0 96,6+2,0 100+0,0 - <0,05
S. epidermidis (10°)
E. coli (10%) 30 6,7+0,1 93,3+2,1 100+0,0 <0,001 <0,05
S. aureus (10°)
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E. coli (10%) 30 10,0£0,7 100+0,0 100x0,0 <0,001 -
P aeruginosa (10°)
P vulgaris (10*) 30 13,3+£0,8 100+0,0 100+0,0 <0,001 -
S. epidermidis (10°)
K. pneumoniae (10*) 30 3,3+1,1 96,6+2,0 96,6+2,0 <0,001 <0,05
S. epidermidis (10°)
E. coli (10°) 30 23,340,9 100+0,0 100+0,0 <0,001 -
S. aureus (10°)
E. coli (10°) 30 20,0+0,8 93,3+2,1 100+0,0 <0,001 <0,05
P aeruginosa (10°)
P vulgaris (10°) 30 26,6+1,0 100+0,0 <0,001 -
S. epidermidis (10°)
K. pneumoniae (10°) 30 23,3+£0,9 96,6+2,0 <0,001 <0,05
S. epidermidis (10°)

si multiplicare, care sunt voluminoase si reclama timp
indelungat. In general, astfel de teste necesitd citeva
zile deincubare pentru a determina contaminarea mic-
robiana si, prin urmare, gestionarea lor poate sa duca
la masuri corective proactive. In plus, cresterea micro-
biand este limitatd de mediul de cultura utilizat si de
conditiile de incubare, ceea ce influenteaza sensibilita-
tea, specificitatea si reproductibilitatea testarii [1].
Cele mai discutate subiecte se referd la dezvolta-
rea diferitor platforme tehnologice pentru metode
rapide microbiologice, multe fiind usor adoptate de
laboratoarele de microbiologie si industria farmace-
uticd. Utilizarea lor ar oferi companiilor de medica-
mente posibilitatea de a se adapta la termene limita
pentru procesele de fabricatie si eliberare a produse-
lor. Unele metode rapide oferd, de asemenea, posibi-
litatea controlului microbiologic in timp real, permi-
tand managementului sa raspunda evenimentelor de

contaminare microbiana intr-un timp mai indelungat
si generand economii de costuri si eficientd sporita in
laboratoarele de testare a controlului calitatii. In ciu-
da numeroaselor avantaje dovedite de managementul
calitatii si a initiativelor asociatiilor internationale de
a promova utilizarea tehnologiei analitice de proces
ce include metode microbiologice rapide, industria
farmaceutica si biofarmaceutica a tergiversat imbra-
tisarea metodologiei alternative de control microbi-
ologic ca urmare a rezultatelor divergente raportate
[1;6;7].

Utilizarea metodelor rapide este un domeniu di-
namic al microbiologiei aplicate, care si-a castigat in
timp o atentie sporita la nivel national si international.
Acest subiect a fost dezbdtut pe scard larga la confe-
rinte si in documentele publicate in intreaga lume. Re-
cent, utilizarea de metode alternative pentru controlul
calitatii microbiologice a produselor farmaceutice si a

Tabelul 3
Sensibilitatea indicdrii bacteriilor P. aeruginosa

Concentratia microorganismelor UFC/ml
Specia Numirul de si indicarea lor peste 6 ore de incubare la 37 °C
microbiana experimente MSD-Ent Endo Agar-sange
10* 10° 10* 10° 10* 10°
E. coli 16 81,2+1,8 100+0,0 0 0 0 0
ATCC 25922
E. coli 12 83,3+1,4 100£0,0 0 0 0 0
ATCC 35218
P vulgaris 12 75,0+1,4 100+0,0 0 0 0 0
ATCC 25933
P, mirabilis 14 78,6+1,6 100+0,0 0 0 0 0
ATCC 12453
K. pneumoniae ATCC 12 83,3+1,2 100£0,0 0 0 0 0
700603
K. pneumoniae ATCC 12 75,0+1,4 100+0,0 0 0 0 0
10031
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materialelor utilizate in productia farmaceutica a fost
abordatd in diverse ghiduri si compendii, in incerca-
rea de a facilita implementarea tehnologiilor respecti-
ve de cdtre companiile farmaceutice [1; 8].

Pornind de la cele expuse, putem afirma ca prob-
lema elaborarii procedeelor si mijloacelor pentru in-
dicarea si identificarea rapidd a bacteriilor grupului
Enterobacteriaceae, ca microorganisme inadmisibile
in medicamente, este actuald §i corespunde scopului
studiului propus. Procedeul se referd la mediile de
cultura pentru indicarea Enterobacteriaceae spp. in di-
verse prelevate, obiecte de mediu, inclusiv in medica-
mente de uz uman. Dupd esenta tehnicd, mai potrivit
este reagentul pentru indicarea bacteriilor E. coli care
contine toate ingredientele optime, si anume substra-
tul specific de citrat de sodiu utilizat pentru indicarea
rapidd timp de 9 ore de incubare la temperatura de
37 °C. Dezavantajul reagentului cunoscut constd in
specificitatea sa mai redusd, deoarece permite indica-
rea si altor specii de microorganisme citratat pozitive.

Problema pe care o rezolvd procedeul propus re-
zidd in elaborarea unui mediu de cultura ce permite
ridicarea esentiala a specificitatii de indicare a bacteri-
ilor E. coli. Astfel, se propune un nou mediu de cultura
care include toate ingredientele optime pentru indi-
carea bacteriilor E. coli, in calitate de substrat specific
fiind folosit malonatul de sodiu, ca indicator — albas-
tru de bromtimol hidrosolubil, hidrogenofosfat de so-
diu, dihidrogenofosfat de potasiu. Rezultatele studiilor
efectuate au aratat majorarea specificitatii mediului
prin includerea malonatului de sodiu in calitate de
substrat specific, care este utilizat de E. coli drept unica
sursd de carbon pentru multiplicare. Celelalte ingredi-
ente sunt incluse cu scopul favorizarii si multiplicarii
E. coli. Indicarea are loc in conditiile pH-ului format
de hidrogenofosfatul de sodiu, dehidrogenofosfatul de
potasiu si substantele scindérii malonatului de sodiu
si se realizeaza cu ajutorul albastrului de bromtimol.

CONCLUZII

Prezenta bacteriilor gram-negative tolerante la bila
in preparatele medicamentoase nesterile au potentia-
lul de a reduce sau inactiva actiunea terapeutica a pro-
dusului afectand in consecinta sanétatea pacientului.

Utilizarea procedeului elaborat permite izolarea
rapidd a grupului de bacterii gram-negative si ajutd la
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monitorizarea in timp util a preparatelor medicamen-
toase pentru a limita contaminarea pe tot parcursul
tehnologic al medicamentului.

Studiile efectuate aratd o crestere evidentd a sensi-
bilitatii si vitezei de indicare a enterobacteriilor in cul-
tura pura, mixtd sau in alt material de cercetare.

Procedeul descris este simplu in aplicare, rentabil
si poate fi utilizat in laboratoarele microbiologice de
diferite niveluri ca metoda alternativa de determinare
a grupului de bacterii gram-negative.

BIBLIOGRAFIE

1. European Pharmacopoeia (11" Edn.), Microbiologi-
cal examination of nonsterile products: microbial enumera-
tion tests and Examination of non-sterile products: test for
specified microorganisms, [online] https://www.edqm.eu/
en/european-pharmacopoeia (consultat: 06.09.2023).

2. Salem, N., Elbarrawy, M., Azzam, N. Microbiolo-
gical quality of non-sterile pharmaceuticals in Egypt. In:
Beni-Suef Univ ] Basic Appl Sci., 2021, 10:38, doi: 10.1186/
s43088-021-00127-6

3. Kumari, B., Kumar, S., Thota, P, Pandey, M.K., Raghu-
vanshi, R.S., Teotia, A.K. Prevalence of Microbial Contami-
nants in Non-sterile Pharmaceutical Antacids. In: Biomed
J Sci & Tech Res., 2023, 50(3) 41696-41700, doi: 10.26717/
BJSTR.2023.50.007959

4. Rauf, A, Erum, A., Noreen, S., Shujaat J., Ashraf,
M.U.,, Afreen, S. Microbiological quality control of some
non-sterile preparations commonly used in Pakistan. In:
PakJ Pharm Sci., 2018, 31:1237-1242, [online] https://www.
researchgate.net/profile/Alia-Erum/publication/326413775
(consultat: 23.12.2023).

5. Miller, M.J. Rapid Microbiological Methods. In: Phar-
maceutical Microbiological Quality Assurance and Control,
2019, 429-458, doi: 10.1002/9781119356196.ch13

6. Nemati, M., Hamidi, A., Maleki Dizaj, S., Javaher-
zadeh, V., Lotfipour, E. An Overview on Novel Microbial
Determination Methods in Pharmaceutical and Food Qu-
ality Control. In: Adv Pharm Bull., 2016, 6(3):301-308, doi:
10.15171/apb.2016.042

7. Moldenhauer, ]. Overview of Rapid Microbiological
Methods. In: Zourob, M., Elwary, S., Turner, A. (eds) Prin-
ciples of Bacterial Detection: Biosensors, Recognition Re-
ceptors and Microsystems. Springer, 2008, New York, NY,
doi: 10.1007/978-0-387-75113-9_4

8. Pugcas, N., Balan, G., Burduniuc, O. Micro-test sys-
tem for rapid isolation and identification of Candida species
in urinary tract infections. In: Anthropological Researches
And Studies, 2017, 7:64-70, doi: 10.26758/7.1.7



