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Cuvinte-cheie: Introducere. Contaminarea produselor farmaceutice cu microorganisme inadmisibile este
Candida spp., un risc major in industria farmaceutica, deoarece poate afecta integritatea produsului si
determinare siguranta pacientilor.

rapidd, procedeu, Material si metode. Cercetarile au fost efectuate utilizind materiale si reactive standarde
medicamente. inregistrate in Republica Moldova. Izolarea si identificarea levurilor din genul Candida au fost

efectuate paralel cu metodele clasice. Pentru testarea procedeului elaborat au fost utilizate
atat tulpini de referinta din genul Candida, cat si tulpini clinice.

Rezultate. A fost elaborat un procedeu care permite determinarea rapida a levurilor din
genul Candida care da posibilitate de a obtine un rezultat preliminar dupa 9 ore de la
inocularea materialului examinat, in comparatie cu metodele obisnuite. Procedeul este
sensibil, econom si simplu In utilizare, accesibil pentru laboratoarele microbiologice de
diverse niveluri.

Concluzii. Rezultatele obtinute in monitorizarea microbiologica a levurilor din genul Candida
au un potential de aplicare ca un nou principiu de control a calitatii medicamentului, de
perfectionare in continuare a micrometodelor, test-sistemelor diagnostice autonome,
mijloacelor de tip nou pentru indicarea si identificarea rapida a microorganismelor implicate
in patologia infectioasa, care vor permite elaborarea algoritmului complex de monitorizare

microbiologica.
Keywords: Can- PROCEDURE FOR RAPID DETERMINATION OF CANDIDA SPECIES IN DRUGS
dida spp., rapid Introduction. The contamination of drugs with unauthorized microorganisms poses a signif-
determination, icant risk in the pharmaceutical industry, as it has the potential to compromise product in-

procedure, drugs. tegrity and jeopardize patient safety.
Material and methods. The research was conducted using standard materials and reagents
registered in the Republic of Moldova. The isolation and identification of Candida genus
yeasts were performed concurrently using classical methods. The developed procedure was
tested using both reference strains and clinical strains of Candida yeasts.
Results. A procedure has been developed for the rapid determination of Candida yeasts. The
method enables obtaining a preliminary result just 9 hours after inoculation of the examined
material, a notable improvement compared to conventional methods. The procedure is char-
acterized by its sensitivity, cost-effectiveness, simplicity, and accessibility, making it suitable
for microbiological laboratories at various levels.
Conclusions. The results derived from the study conducted in the microbiological monitor-
ing of Candida yeasts hold the potential for application as a novel principle underlying drug
quality control. This can contribute to the advancement of micromethods, autonomous diag-
nostic test systems, and new types of indicators for the rapid identification of microorgan-
isms implicated in infectious pathology. These findings serve as a foundation for developing a
comprehensive microbiological monitoring algorithm.

INTRODUCERE

Contaminarea si cross-contaminarea medicamentelor de uz uman cu microorganisme pot prezenta o
amenintare pentru sdnatatea publicd, deoarece microorganismele diminueaza din stabilitatea pro-
duselor si inspira neincrederea pacientului in beneficiile oferite de medicament. Alterarea microbiana
a produselor farmaceutice poate duce la deteriorarea fizico-chimica atat a ingredientelor active, cat si
aditive ale preparatului si, in cele din urma, se pot forma constituenti cu o eficientd redusa sau chiar
toxici. Contaminantii microbieni, in special ai preparatelor antimicrobiene, pot facilita amplificarea
fondului plasmidic de rezistenta al tulpinilor, astfel contribuind la dezvoltarea rezistentei achizitionate
la antimicrobiene. In plus, toxinele microbiene acumulate in preparat prezinti, de asemenea, riscuri
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pentru sandtatea pacientului. Deseori, focare masive de infectii, atribuite utilizarii medicamentelor, au
dus la retragerea acestora din uz. Microorganismele cu un potential periculos comun, depistate in pro-
dusele farmaceutice, includ atat bacterii, cat si diverse micromicete (1).

In ultimii ani tot mai multe produse farmaceutice sunt retrase de pe piati, ceea ce ne indicd inci odata
cat de importanta este calitatea acestor preparate, inclusiv calitatea microbiologica. Produsele de
metabolism ale microorganismelor care contamineaza produsul pot contribui la degradarea substantei
active si la acumularea de produse pirogene, alergene, precum si la reducerea proprietatilor
farmacocinetice si a efectului curativ al medicamentului. intrucdt medicamentele sunt folosite si de
persoane imunocompromise, pentru a preveni infectiile induse de medicamente, standardele in
vigoare impun limite ale contaminarii microbiene. Multe dintre medicamente permit dezvoltarea unor
specii de microorganisme, din aceste considerente o preocupare majora este operarea aseptica pe tot
parcursul tehnologic al produsului pana la administrare (2).

Pentru atingerea obiectivului de calitate al unui medicament, este necesar ca acesta sa fie verificat la
toate etapele de producere, la toti parametrii care pot influenta calitatea acestuia. Una dintre etapele
de control este evaluarea calitatii microbiologice a medicamentelor care este deosebit de importanta
avand in vedere faptul ca contaminarea microbianad poate compromite proprietdtile acestora (3).

Medicamentele etichetate nesteril, indiferent de forma lor de dozare si de calea de administrare,
trebuie sa respecte criteriile de puritate microbiologica. Controlul medicamentelor este un mecanism
preventiv care are ca scop combaterea lansarii produselor daunatoare pe piata de consum. Deci,
controlul microbiologic al calitatii este o parte esentiald a procesului tehnologic de obtinere a
medicamentului (4).

Actualmente, pentru a asigura calitatea unui medicament nu este suficient sa se testeze produsul finit
la sterilitate sau contaminare microbiana. Accentul se pune pe minimizarea riscului de contaminare pe
parcursul intregului proces tehnologic, iar identificarea unei posibile contaminari este scopul
monitorizadrii microbiologice (4, 5).

Reiesind din cele expuse, perfectionarea si elaborarea unor procedee noi de determinare rapida a
microorganismelor din produsele medicamentoase este binevenita si ar facilita controlul calitatii
medicamentului.

MATERIAL SI METODE

Cercetarile au fost efectuate utilizind materiale si reactive standarde inregistrate in Republica
Moldova. Izolarea si identificarea levurilor din genul Candida au fost efectuate paralel cu metodele
clasice. Pentru testarea procedeului elaborat au fost utilizate atdt tulpini de referinta din genul
Candida (C. albicans ATCC 10231, Candida albicans ATCC 38248, Candida krusei ATCC 6258), tulpini de
Escherichia coli ATCC 11775, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Staphylococcus aureus ATCC
29213, cat si tulpini clinice.

REZULTATE SI DISCUTII

In cadrul cercetirilor a fost elaborat un procedeu nou pentru indicarea rapidi a levurilor din genul
Candida (MSD-Cand).

Acest procedeu include un mediu de cultura cu urmatoarele ingrediente: bulion peptonat uscat,
glucoza, gelatina, mediul 199, dehidrogenofosfat de sodiu, hidrogenofosfat de potasiu, rosu fenol si
ciprofloxacina. Ca baza nutritiva serveste bulionul peptonat, glucoza, gelatina si mediul 199, ce includ
practic toate componentele necesare pentru cresterea si multiplicarea levurilor din genul Candida.

Ciprofloxacina este factorul de selectivitate, deoarece inhiba cresterea si multiplicarea altor
microorganisme, asigurand specificitatea mediului de cultura.

Indicarea levurilor din genul Candida are loc in conditiile pH-ului format de dihidrogenofosfatul de
sodiu, de hidrogenofosfatul de potasiu si de produsele scindarii glucozei cu ajutorul indicatorului rosu
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fenol. Mediul este fixat la fundul unui recipient cu volumul de 10,0 ml, care serveste si ca dispozitiv
pentru multiplicarea si indicarea levurilor din genul Candida. Pentru indicarea levurilor in flacon se
aplicd 2,0 ml de apa distilata sterild, in care se dizolva mediul, apoi se insaman{eaza prelevatul.

Flaconul se incubeazi la 37°C pani la 9-24 ore. In prezenta levurilor din genul Candida in materialul de
examinat, culoarea amestecului din flacon se schimba din rosu in galben.

Pentru prepararea mediului de culturd au fost elaborate noud variante ale componentei lui. In urma
cercetarilor repetate s-a constatat ca varianta optima a componentei mediului este cea care contine
toate opt componente (tab. 1).

Tabelul 1. Influenta ingredientelor mediului de cultura la indicarea levurilor din genul Candida.

Nr. . S Variantele compozitiei mediului si rezultatele indicarii
d/o Ingredientele mediului n 5 . 4 - : - . 5
1. Bulion peptonat uscat + - + + + + + + +
2. Glucoza + + - + + + + + +
3. Gelatina + + + - + + + + +
4. Hidrogenofosfat de sodiu + + + + - + + + +
5. Dihidrogenofosfat de potasiu + + + + + - + + +
6. Mediul 199 + + + + + + - + +
7. Rosu de fenol + + + + + + + - +
8. Ciprofloxacina + + + + + + + + -

Indicarea levurilor 0 o o 0 o o X X 0

“« «

Nota: “+” - Sprezenta ingredientului, - lipsa ingredientului, x - indicarea levurilor dupa 24 ore de incubare la
37°C; & - nu permite indicarea levurilor; ¢ - indicarea levurilor timp de pana la 9 ore de incubare la 37°C.

Sensibilitatea mediului de cultura a fost stabilita In functie de componenta cantitativa a ingredientelor.
Pentru aceasta, s-au elaborat cinci variante ale compozitiei cantitative sl de culturai s-a stabilit
varianta care include ingrediente in raport optim pentru indicarea rapida a levurilor din genul Candida

(fig. 1).
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Figura 1. Raportul ingredientelor din mediul de cultura.

Trebuie mentionat faptul ca la prepararea mediului de cultura necesar pentru efectuarea unei analize,
ingredientele se utilizeaza in cantitati minime, ceea ce face mediul econom. Timpul indicarii levurilor
din genuli Candida depinde de concentratia initiala a celulelor microbiene intr-un ml/gr/material de
analizat (tab. 2).

Indicarea celulelor unice de levuri din genul Candida este posibila dupa 9-24 ore de incubare, iar a
concentratiilor de 103-104 c.m./ml timp de 4-5 ore de incubare la temperatura de 37°C.
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Tabelul 2. Timpul indicarii levurilor din genul Candida in functie de concentratia lor initiald in
materialul de examinat.

Concentratia Timpul indicarii, ore
(c.m./ml, g) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 24
101 - - - - - - - + +++ +++
102 - - - - - - - + +++ +++
103 - - - - - + ++ +++ +++ +++
104 - - - - + ++ +++ +++ +++ +++
105 - - - + ++ ++ +++ +++ +++ +++
106 - - + + ++ ++ +++ +++ +++ +++
107 - + + ++ ++ +++ +++ +++ +++ +++
108 - + + ++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
10° - + ++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
Control - - - - - - - - - -
Nota: “-“ - culoare initiala rosie (rezultat negativ); “+” - culoare galben-deschis (rezultat slab pozitiv); “++” -

culoare galbena (rezultat pozitiv); “+++” - culoare galben-inchis (rezultat evident pozitiv).

Tabelul 3. Selectivitatea mediului MSD-Cand.

. . Indicarea levurilor, ore P
Nr. Specia microorgan- Nr. 6 9 24 69 924
d/o ismelorin asociatie exp. ’ ’
% * ESp % * ESp % * ESp ore ore
C. albicans (1072) i i
L ¢ ureus (109) 40 0 10020,0 10020,0
1 2
2. (G albicans (10%) 40 0 97,5+41,42  97,5+1,42 - <0,05
P. aeruginosa (109)
C. albicans (1072)
3 coli (109 40 0 10020,0 10020,0 - -
1 3
g4, G albicans (10%) 40  10,0£0,71 97,5¢1,42  100:0,0  <0,001 <0,05
S. aureus (109)
1 3
5, G albicans (10°) 40  12,5%0,86  100+0,0 100£0,0  <0,001 -
P. aeruginosa (109)
1 3
6. G albicans (10%) 40  17,5%0,94  95,0+1,53 100£0,0  <0,001 <0,05
E. coli (109)
1 4
7, C-albicans (10%) 40  60,081,22  97,5+1,42 100£0,0  <0,001 <0,05
S. aureus (109)
1 4
g, G albicans (10%) 40  70,0¢1,26  100%0,0 100+0,0 <0,05 -
P. aeruginosa (109)
C. albicans (104)
9% oli (109 40  65,0+1,25 10020,0 100£0,0  <0,001 -
1 5
10, Galbicans (10°) 40 90,0+1,41 10020,0 100£0,0  <0,001 -
S. aureus (106)
1 5
11, G albicans (10°) 40  95,0+1,53 10020,0 10020,0 <0,05 -
P. aeruginosa (10%)
1 5
12, G albicans (10°) 40 95,0153  100%0,0 100+0,0 <0,05 -

E. coli (109)

Pentru determinarea selectivitatii mediului MSD-Cand, au fost efectuate experiente in serie cu patru
loturi de microorganisme in asociatie si in 40 de repetitii (tab. 3). In urma cercetarilor efectuate s-a
stabilit cd mediul MSD-Cand dispune de selectivitate nalta fata de C. albicans in functie de concentratia
initiald a candidelor si a microorganismelor din asociatie. Datele din tabelul 3 demonstreaza ca indica-
rea C. albicans la o concentratie de 105 c.m./ml din asociatiile microbiene C. albicans 105 cm./ml +
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S. aureus 106 cm./ml; C. albicans 105 cm./ml + P. aeruginosa 106 c.m./ml; C. albicans 105 cm./ml + E.
coli 106 c.m./ml este posibild pana la 6 ore de incubare la temperatura de 37°C. Indicarea C. albicans la
o concentratie de 102, 103, 104 in 1ml din asociatiile microbiene cu S.aureus 106 c.m./ml; P. aerugino-
sal06 c.m./ml; E.coli 106 c.m./ml se efectueaza dupa 9 ore.

Veridicitatea statistica a indicilor aprecierii selectivitatii mediului MSD-Cand in asociatia microorga-
nismelor C. albicans 105 cm./ml + S. aureus 106 c.m./ml; C. albicans 105 cm./ml + P. aeruginosa 106
cm./ml; C. albicans 105 c.m./ml + E. coli 106 c.m./ml a fost stabilitd in comparatie cu asociatiile in care
concentratia C. albicans este de 102, 103, 104 c.m./ml (P<0,001).

Veridicitatea statistica Intre indicii indicarii C. albicans in asociatiile microbiene timp de 6-9 ore (P6;9)
si 9-24 ore (P9;24), unde (0,05>P<0,001), a fost confirmata si se poate mentiona ca mediul MSD -Cand
dispune de selectivitate fata de C. albicans, inhiband cresterea si multiplicarea celorlalte microorga-
nisme din asociatie.

Pentru determinarea sensibilitatii mediului MSD-Cand s-au efectuat in serie experimente cu sapte tul-
pini de levuri din genul Candida In concentratii de 104 105 c.m. in 1 ml, in 12-19 repetitii. Paralel s-a
efectuat insamantarea pe mediile agar Sabouraud cu glucoza si bulion Sabouraud cu glucoza (tab. 4).

Tabelul 4. Sensibilitatea indicarii levurilor din genul Candida cu mediul MSD-Cand.

Concentratia microorganismelor c.m./ml suspensie si indicarea
Nr.de (dupa culoare) timp de 6 ore de incubatie la temperatura de 37°C

‘I;Jr. Specia microbiana repe- Agar
/o titii MSD-Cand Sabouraud Bulion Sabouraud
104 105 104 105 104 105

C. albicans ATCC

1. 10231 15 93,3+1,61 100£0,0 0 0 0 0
C. albicans ATCC

2. 38248 12 100£0,00 100£0,0 0 0 0 0

3. C. albicans* 16 93,7+1,53 100£0,0 0 0 0 0

4., C. albicans* 13 84,6+1,42 100£0,0 0 0 0 0
C. albicans ATCC

5. 36232 18 100£0,00 100+0,0 0 0 0 0

6. C ""pg’ég ATCC 12 88,9+1,63 100+0,0 0 0 0 0

7. C. krusei ATCC 6258 19 94,7+1,25 100+£0,0

Total 102 93,6+0,41 100+£0,0 0 0 0 0

Notd: *- tulpini clinic.

Experimental s-a stabilit ca mediul MSD-Cand este mult mai sensibil decat mediile agar Sabouraud cu
glucoza si bulion Sabouraud cu glucoza, si permite indicarea levurilor din genul Candida timp de 6 ore
de incubare la temperatura de 37°C la o concentratie de 104 c.m./ml in 93,6% din cazuri; la o concen-
tratie de 105 cm./ml - in 100% de cazuri, iIn comparatie cu 24-72 de ore la utilizarea mediilor bulion
Sabouraud si agar Sabouraud cu glucoza.

Mediul de culturda obtinut, in formad de micropelicula uscata si fixata la fundul recipientului, se
pastreaza la temperatura 4-7°C timp de doi ani (termen de observare), fara sa-si modifice proprietatile
initiale.

Procedeul propus va permite determinarea rapida a levurilor in produsele medicamentoase la toate
etapele de producere, inclusiv In materia prima, in procesul de fabricare si in preparatul final.

CONCLUZII
1. Procedeul elaborat constd din mediu de cultura micropelicular ce dispune de selectivitate si
sporeste semnificativ indicarea levurilor din genul Candida.
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Procedeul permite indicarea levurilor din genul Candida timp de la 4-5 ore pana la 9-24 ore, in
functie de concentratia initiala a celulelor Intr-un ml, g de produs.

Procedeul elaborat este econom, simplu in utilizare, accesibil pentru laboratoarele
microbiologice de diverse niveluri.

Termenul de pastrare al MSD-Cand este de 24 de luni (termen de observare).
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