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Riassunto, — I controlli microbiologici (determinazione della carica
batterica totale e micetica; ricerca di enterococchi, Clostridium, Pseudomonus
aeruginosa, Staph. aureus, E. coli, Salmonella e altre Enterobacteriaceae) com-
piuti sa 1517 campioni di 100 materie prime diverse, appartenenti a diversi
lotti di produzione e provenienti da diversi fornitori, hanno rilevato Vesi-
stenza di una contaminazione microbica variabile secondo le materie, con pre-
senza anche di microrganismi patogeni o igienicamente indesiderabili. Ie
sostanze pill contaminate sono risultate quelle organiche, sia di origine vege-
tale che animale,

Sono state osservate differenze sensibili fra lotte e lotto e fra i diversi
fornitori.

Le prove di conservazione in diverse condiziomi di temperatura (159-
220-37°C) e di umiditd (300-60°-90° di umiditd relativa) con conteni-
tori chiusi o aperti, hanno dimostrato la possibilita di notevoli incrementi
della carica microbica nelle materie prime con I’'aumentare della temperatura
e dell’'umidita, specie con contenitori non chinsi ermeticamente,

Summary (Research on the microbial contents of raw material used
in pharmaceutical preparations). — The microbiological controls {determination
of the total and mycetic bacterial count; isolation of enteracocei, Clostridium,
Pseudomonas aeruginosa, Staph. aureus, E. coli, Salmonella and other Ente-
robacteriaceae) executed on 1517 samples of 100 various raw materials, have
ascertained the presence of a microbial contamination varying to matters,
with presence also of pathogenic or hygienically undesirable microrganisms.

The more contaminated substances have resulted to be those orgamic
vither of vegetable or amimal origin. Sensible differences have been noted
between the various lots and according to the various suppliers.

The conservation triale under various conditions of temperature (15—
22 -37°C) and humidity (300 - 60° - 900 of relative humidity) with opened
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or closed recipients, have demonstrated the possibility of remarkable inereases
of the number of the microrganisms in the raw materials with increase of
temperature and humitidy, especially in the non hermetically closed recipients.

INTRODUZIONE E SCOPO DEL LAVORO

1 farmaci non sottoposti al’obblige della sterilita microbica sone da gqualche
tempo oggetto di particolarc interesse da parte di studiosi e di tecniei. Diversi
i motivi di questa sensibilizzazione: da un lato le segnalazioni ripetute di infe-
zioni dovute alla somministrazione di farmaci; dall’altro Ia constatazione di
fenomeni di degradazione, scomposizione, inattivazione di farmaci, operati
dalla microflora di contaminazione.

Per quanto riguarda episodi infettivi provocati dall'uso di farmaci, nel
1942 Welch e coll. [1] hanno segnalato la presenza di spore del tetano in pol-
vere sulfamidica. Nel 1949 Sevitt [2] ha descritto due casi di tetano da talco
inquinato.

Nel 1965 Kallings ¢ Ernerfeldt[3] hanno nlevato casi di salmonellosi
in operatori di una officina farmaceutica svedese. Nel 1965 Dony [4] ha osser-
vato casi di salmonellosi in bambini trattati con uno sciroppo inquinate.
Kallings, Ringertz ¢ Silverstolpe [5] nel 1966 hanno evidenziate una epidemia
di salmonellosi (237 persone contagiate) in Svezia, causata da un preparato
a base di tiroide inquinata.

Negli Stati Uniti ne! 1966 I’U.S. Department of Health [6] ha segnalato
casi di salmonellosi, precisamente da Salmonella cubana, in seguito all’'uso di
capsule contaminate. Episodi analoghi sonc stati osservati da Lang e coll. [7]
e Komarmy e coll. [8] nel caso di capsule colorate eon rosso carminio.

Per quanto riguarda i preparati oftalmici, Crompton nel 1962[9] ha
segnalato in Australia casi di infezione dovuti a collirio contaminato. Kallings
e Ernerfeldt [3] hanno a lore volta riferito su due episodi occorsi in Svezia di
ceciti dovuta a pomate oftalmiche inquinate da Ps. aeruginosa.

Segnalazioni di contaminazione si sono avute in Inghilterra nel 1965
da parte del British Medical Journal (anonimo) [10]: 15 casi di infezioni da
Ps. aeruginosa in seguito all’impiego di una soluzione salina per uso eftalmico,
Nel 1966 Kallings, Ernerfeldt e Silverstolpe [11] hanno riferite ancora su
episodi di gravi infeziont oculari provocate da colliri contaminati con Ps.
aerugInosa.

Ricordiame inolire che, secondo un’inchiesta della F.D.A., in passato
negli Stati Uniti d’America ben il 12 %, dei colliri in commercio & risultaty
contenere batteri responsabili di ulcere alla cornea.

Nel 1966 Phillips{12] ha illustrato quattro casi di infezione polmonare
da Ps. aeruginosg, causati da pomata alla lidocaina contaminata, applicata
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durante cateterizzazione tracheale. Mertz e coll. [13] hanno segnalato una infe-
zione polmonare da Ki. prneumoniae, dovuta all’inalazione di aerosol conta-
minato.

Anche per quanto riguarda i preparati di impiego urclogico esistono segna-
lazioni di infezioni: Mitchell e Hayward, ad esempio, nel 1966 hanno segnalato
sette casi di infezioni da cloroexidina contaminata con Ps. aeruginosa [14].

La contaminazione microbica dei preparati farmaceutici pud condnrre,
come gia accennato, anche a fenomeni di degradazione e inattivazione del far-
maco stesso, come riportano Meyer [15], French {16], Sykes [17], Dony [18].

A questo proposito, Penso {19], ricorda che molti microrganismi possono
ridurre il potassio clorato a cloruro, decomporre alealoidi e il piramidone, e,
mediante la liberazione di numerosi enzimi, possono interferire sulla sta-
bilitd dei farmaci. Ad esempio, lo Ps. aeruginosa & in grade di decomporre
’atropina solfato, omatropina bromidrato, la procaina e la pentocaina. La
produzione da parte di batteri (non necessariamente patogeni) di svariati
enzimi pud alterare le carattereristiche organolettiche del preparato farmaceu-
tico eon modificazioni deil’aspetto e del gusto.

In alcune Farmacopee (Nordica, [20], Cecoslovacea [21] Statunitense [22],
Inglese [23],} si riportano monografie specifiche sui limiti di contaminazione,
¢ di materie prime e di prodotti farmaceutici finiti. Analogo lavoro & in corso
per la Farmacopea Europea[24]. In tale contesto appare evidente I'impor-
tanza di poter disporre di materie prime, principi attivi ed eccipienti con il
pitt basse indice di contaminazione.

Sull'inquinamento microbico dei principi attivi ed eccipienti sono comparsi
in questi ultimi anni aleuni lavori, a cominciare dalla relazione presentata nel
1965 al Consiglio Nazionale delia Sanita Svedese [25].

Gli esperti svedesi hanno sottoposto ad analisi microbiologica, secondo
rjuanto risulta dal documento, 50 campioni di amido, cosi suddivisi in rapporto
allorigine: n. 41 di patate, n. 6 di grano e n. 3 di mais,

I controlli hanne evidenziato la presenza numericamente massiccia di
microrganismi in genere {fino a 2 - 104/g) e di coliformi in particelare, pre-
senti in 38 campioni sui 41 di amido di patate. Migliore ¢ risultata la gqualita
igienica dell’amido di mais {di cui perd solo 3 campioni sono stati analizzati),
che ha presentato carica batterica minima (<7 10 germi/g) con assenza di coli-
bacilli.

Intermedie sone risultate le caratteristiche dell’amido di grane.

Nel 1968 i danesi Pedersen e Ulrich [26] hanno pubblicato dati micro-
hiologici su 226 lotti di 84 differenti materie prime,

La determinazione della carica batterica & stata cseguita sia su piastre
(incubate a 32 — 34 oC), sia facendo ricorso al metodo delle diluizioni
(impiegati Jdue terreni, incubati a due diverse temperature, 37°C e 20-
25 oC).
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Le indagini quantitative sono state completatc da quelle qualitative.
quali la ricerca di E. coli ¢ Salmenella sp., compiute su 1 g di sostanza.

Tra le materie prime analizzate, alcune hanno presentato una carica bat-
terica superiore a 10.000 germi/g e, precisamente, agar polvere, amido solubile,
cacao, caolino, digitale (foglie) e glicirriza (radice). In un campione di digitale
la carica ha superato 107 germifg. E. coli & stato ritrovato in ecomplessivi 9
lotti di 8 materie prime (amido di patate, gomma arabica, digitale foglie,
glicirriza radice, lattosiv, predmisone, prednisolione e taleo}. In un campione
di glicirriza radice sonc stati riscontrati 10* E. coli. La Salmonelle non & stata
mai isolata.

Nel 1969 Dony[18] alle « journées Pharmaceutiques Internationales
de Paris » ha comunicato referti batteriologici su 337 campioni di materic
prime. Queste comprendevano: sostanze inorganiche (62 campioni), organiche
ben definite (100 lotti) e prodotti di origine naturale non purificati {185 cam-
pioni). Le metodiche impiegate per il controllo non sono state menszionate.

Le materie prime inorganiche generalmente nov hanno presentato carica
batterica rilevante (< 100 germi/g); tuttavia aleuni campioni di carbenato
di magnesio, idrossido di magnesio, caolino, silicato di magnesio e idressido
di alluminio hanno toccato livelli di 10~ germi/g.

Le sostanze organiche purificate e definite sono risuhate, secondo le ricer-
che di Dony, nettamente migliori, mai superando la carica batterica il lLimite:
di 10* germi/g. Le sostanze « brute » di origine naturale si sono rivelate le
pii contaminate: il 25,5 %, dei campioni ha superato, a volte anche largamente,
i 104 germi/g, con frequente presenza di enterocvcchi ed enterobatteri.

L’anno successivo Henning [27] in un suo lavoro sui metodi di controlio
dei medicinali non sterili ha ripreso la suddivisione di Dony, distinguendo:

1} Sostanze che presemtane, nella maggior parte dei casi, forte conte-
puto microbico (da contaminazione sia primaria, che secondaria).
Tali sono le materie prime di origine animale, come estratti e polveri di
organi vari {fegate, rene, tiroide, placenta, ecc.), nonché farine e gelatine ani-
mali, latte in polvere, caseina, lisati vari.

2) Sostanze che presentano normalmente un grado di contaminazionc
medio, ma a volte (specic per contaminazionc secondaria) notevole,

Esse sono rappresentate da materie prime di origine vegetale, quali gomma
arabica ed adragante, farine ¢ amidi, agar-agar, cacao in polvere, ecc.

3) Sostanze che presentano un modesto grade di contaminazione, per
lo pit secondaria, quali le sostanze di origine minerale. Purtroppo nel lavoro
di Henning non vengono forniti i valori di contaminazione riscontrata.

Nel 1971 Sykes[28] ha fattuv una rassegna sintetica della bibliografia
del momento, fornendo altresi alcuni dati di indagini personali, che in lines
di massima confermano la letteratura precedente. In particolare ha rilevate
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una notevole contaminazione di molte sostanze naturali (animali, vegetali,
minerali); fenomeno non generalizzabile, tuttavia, in quanto alcune sostanze
della stessa origine presentavanc carica batterica molto bassa. LA, ha rilevato
ancora notevoli oscillazioni di qualitd tra i van fornitori.

1l 1972 & stata una annata particolarmente feconda di ricerche sull’argo-
mento, essendo stati pubblicati lavori di Buhlmann e coll.{29], Gallien {30] e
Penso [19).

Buhlmann e coll., hanno riportato, voce per voce, i risultati ottenuti su
71 materie prime di quattro tra le pilt importanti ditte farmaceutiche svizzere,
Gli AA. hanno eseguito, oltre alla determinazione della carica batterica e
micetica, la ricerca degli enterobatteri e di Pseudomonas aeruginosa. I metodi
utilizzati sono stati quelli, gia illustrati nel 1968, dagli stessi AA.[31, 32].

Nella maggior parte dei casi si sono rilevate contaminazioni di livello
accettabile; comunque in alecune partite sone risultate pesantemente ingui-
nate o contenevano germi indesiderati le seguenti materie prime: agar-agar,
alginate di sodio, amido di frumento, amido di mais, amido di patate, cacao,
cellulosa microeristallina, cioceolato in polvere, coloranti alimentari, farina
di guar, farina di mais, gelatina, gomma adragante, gomma arabica, latte
magro in polvere, magnesio trisilicato, noce moscata in polvere, pepsina, pol.
vere di radice di giaggiolo, radice di galanga, siliconi emulsionanti e talco,
Forti differenze sono state segnalate tra i lotti prodotti dai diversi fornitori.

Gallien nello stesso anno ha rilevate una stretta correlazione tra inquina-
mento delle materie prime e quelo dei prodotti finiti. [’A. ha notato la pre-
senza di germi igienicamente indesiderabili (enterobatteri) i alcune sostanze
{acido silicico, amido di frumento e di riso, cacao, gelatina, gomma arabica,
latte magro in polvere, lattosio, vitamina A, acetato, zeina). GGallien ha ricon-
fermato 'esistenza di forti differenze tra le Ditte fornitrici.

Penso nella sua relazione presentata alla Commissione tecnica della « Far-
macopea Eurepea » nel 1972 ha accettate la suddivisione delle materie prime
nelle tre categorie (gia di Dony), confermando che nelle sostanze organiche di
origine naturale si rileva il maggior grade di contaminazione. Ha ritrovato
infatti in 13 campioni su 51, una carica batterica superiore a 10%/g,

Le sue indagini su complessivi 120 campioni di materie prime hanno for-
uite risultati sostanzialmente concordanti con quelli di Dony.

Kruger nel 1973 [33] ha effettnato controlli su 114 materie prime diverse
per complessivi 1032 lotti.

La ricerca di E. coli ¢ Ps. aeruginosa & stata positiva in 8 delle 154 partite
i pancreatina esaminate.

Prendendo come criterio il Jimite di 100 germi totalifg, il 14 9, delle 114
materie prime non & risultate conforme.

Cousiderando come valore soglia 1.000 batteri/g, ha superato invece i
limiti il 12,2 %, delle materie prime.

Ann, Tet. Super. Janidd (L977) 13, 805-n32
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Per quanto riguarda i miceti, con un limite di 100 miceti/g. il 14,9 9, di
sostanze non &.stato conforme.

Se contemporaneamente si pongono quali limiti 1.000 batteri a 100 mieeti
per g, st osserva che il 19,2 9, esce dat limiti.

Le¢ sostanze pili inquinate sono risultate quelle di origine naturale (apimale,
vegetale, minerale) ed i coloranti.

Nello stesso anno Speiser {34] ha affermato che le materie prime di origine
naturale {quuli amidi, bentonite, gonimu adragante ed arabica. talco} possono
essere pesantemente contaminate all’origine: mentre per quelle sintetiche
vi pub esserc pericolo di contaminazione secondaria.

Nel 1974 Kruger 35} @ ritornato sull’argomento, rilevando su 181 materie
prime analizzate una percentuale del 17 % di sostanze non conformi per lu
entita della carica batterica; ben il 14 %, di queste erane sostanze di origine
biologica.

Wildmann e Croome{36) in una pubblicazione del 1975 hanno fernite dauti
relativi allisolamento di enterobatteri in alcune materie primo e, precisamente,
gelatina, gomma arabica, cacao, acido silicico, latte magro in palvere,
magnesio stearato, lattesio, amido di riso e di mais, vitamina A acetato ¢
zeina. Il piu comune inguinante fra gli enterobatteri & risultato I' Enterobacter
cloacae.

Nello stesso anno Gay{[37] in una pubblicazione inerente alla purezza
microbiologica delle specialita {armaceutiche ha riportato tra le materie prime
passibili di forte contaminazione {oltre a amidi, cacac polvere, estratti animali
di tiroide, pancreas e fegato, droghe, gelatina, goinma arabica) anche sostanze
come calcio fosfato, caleio lattato, caolinv, carbone adsorbente, idrusside
di alluminio, lattoalbumina, magnesio {carbonato, solfate e trisilicato) e
anche coloranti (sia sintetici che naturali).

Noi pure nel 1975 (38] abbiamoe compiuto un’indagine preliminare sulle
caratteristiche igieniche delle principali materie prime ed eccipienti impicgati
in Italia per la preparazione det prodotti medicinali solidi. I campioni analiz-
zati sono stati 520, appartenenti a 55 diverse sostanze.

E emerso dai controlli che le sostanze inorganiche di origine minerale
sono genceraimente poco inquinate. Infatti '84,6 9 di esse ha presentato una
carica infertore a 100 germi/g e nessun campione ha superato il valore
soglia di 1(¢ germi/g.

Per le sostanze organiche di sintesi o comunque molto purificate, la
situazione & risultata pitt complessa: il 61 9, ¢ risultate contenere meno di
100 germi/g, mentre il 31,7 9, ha superato 1 1000 germi/g e il 7.9 %, oltre-
passato i 10* germijg.

Igienicamente si sone rivelate scadentt le sostanze di- origine animale,
dove solo il 42,4 %, dei campioni é stato al disotto dei 100 germi/g, mentre
il 7,4 9, ha superato il 1% e I'1,9 9 anche i 10° germi/g.

Ann, fat. Buper. Sunitd (1977) 13, SU5-532
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La presenza di germi indesiderati in questo ultimo gruppo di sostanze
& stata evidenziata nel 8,6 %, dei casi con I'isolamento di due ceppi di Selmo-
nella. Forti variazioni sono atate riscontrate in diversi campioni della stessa
materia prima. -

Nel 1976, Zuge {39] ha evidenziato nel 20 9, delle materie prime esami-
nate cariche batteriche superiori ai 1.000 germi/g, mentre germi indesiderati
sono risultati presenti nel 1,35 %, dei casi,

Ancora nel 1976 Hein e Miklovich [40] hanno esaminato 74 diverse
materie prime per complessivi 891 lotti. Anche i dati di questi AA. confer-
mano I'esistenza in materie prime di origine animale e vegetale (fra cui tuorli
d’uovo in polvere, pancreatina, cellulazi, gomma arabica, cacao polvere,
estratto di malto) di un cospicuo inquinamento batterico,

Tuttavia, pure alcune sostanze sintetiche (sulfamidici, coloranti) hanno
presentato massicce contaminazioni.

Al termine di questa rassegna bibliografica, si pud, pertanto, concludere
che il pericolo di contaminazione microbica nelle materie prime per uso far-
maceutico & sensibilmente frequente e pud assumere, talora, aspetti di
indubbia gravita.

Cid nonostante, salve la segnalazione di Penso del 1972 e la nestra,
preliminare, del 1975, non sono state ancora compiute in Italia indagini
estese su tale problema. Eppure la ricerca potrebbe essere interessante, in
quantoe esistono differenze produttive noteveli fra paese ¢ paese.

Sia per questi motivi, sia anche per portare ulteriori contributi ai dati,
certamente non esaurienti, della letteratura, noi abbiamo ritenuto oppor-
tuno eseguire un esame batteriologico approfondito di un consistente numero
di materie prime reperibili sul mercato italiano, prendendo in considerazione
non solo i principi attivi, ma anche gli eccipienti, che notoriamente predo-
minano dal punto di vista ponderale nella formulazione dei preparati far-
maceutiei.

PIANO DELLE RICERCHE

Esso & stato cosi articolato:

1) In una prima serie di prove sono stati sottoposti a controllo micro-
biologico n, 1517 campioni di materie prime, provenienti da diversi forni-
tori e appartenenti a diversi lotti produttivi. I campioni appartenevano a
100 sostanze diverse {inorganiche, di origine minerale, organiche sintetiche,
organiche naturali, sia di origine animale che vegetale).

Le ricerche sono state soprattutto estese a carico delle materie prime,
che per [origine o per i peculiari processi produttivi sono pili esposte al
tischio dell’inquinamento batterico.

Ann. et Super. Sanitd (1877) 13, 306-532
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In particolare, sono state oggetto di speciale attenzione le seguenti
sostanze: acido eitrico, acido silicico compositum. agar-agar, aloe, altea.
amido di mais, amido di patate, amido di riso. anice, aromi in polvere (aran-
cio, lampone ¢ limone). belladonna (foglie}, bile bovina, belde (foglie), cacan
amaro polvere, caolino, cascara sagrada (corteccia), china (eorteceia). cuore
(polvere), digitale (foglic), eparina sodica, frangola (corteccia), farina di
semi di carrube, gelatine (vari tipi). genziana (radice), gialle tartrazina, glu-
cosiv, gomma (arabica e lacca}. hamamelis (foglic). ipofisi (polvere), lanolina.
latte in polvere, lattosio, liquerizia (radice), mannite, menta (foglie). ovain
{polvere), poligala {radice), ponceau 4 R, rabarbaro (rizoma}, rene (polvere).
senna (foglie}, stramonio (foglie), talco, testicolo (polvere), timo, trombo-
plastina, valeriana (radice), zucchero (saccarosio}.

Su tutti i campioni sono state compiute le seguenti determinazioni
micrebiologichs:

a) deteminazione della carica batterica (aerobi mesofili):
b) determinazione della carica micetica;

¢) ricerca di microrganismi patogeni o indesiderati dal punte di vista
igienico, quali E. coli, Salmenella ¢ altre Enterobacteriacenc, Pseudomonas
aeruginosa, Staphyloceccus aureus, streptococchi fecali ¢ clostridi solfito~
riduttori.

2} In una seconda serie di prove abbiamo voluto stabilire quali pos-
sono esscre le variazioni di qualitd igienica di materie prime provenienti da
diversi produttori.

Allo seope abbiamo preso in considerazione 135 lotti di cacan amaro
polvere, provenienti da tre diversi produttori (A, B, C} e 60 lotti di gelatina
granulare, pure originanti da tre produttori diversi (D, E, F).

In tutti i campioni di queste sostanze, di largo impiego farmaceutico,
sono state compiute la conta batteriea ¢ la ricerca di microrganismi patogeni
o indesiderati sotto il profile igienico.

3) Infine si & voluto studiare l'influenza delle condiziont di conserva-
zione (temperatura, umidita, eontenitori} sulla carica microbica di aleune
materie prime.

Le indagini sono state limitate a duc fra i pit comuni e diffusi ecei-
pienti sospetti di contaminazione e, precisamente, 'amido di mais e lo zuc-
chero,

All'uopo 10 partite di amido di mais e di zucchero (saccarosio), dopo
essere state sottoposte alla determinazione deila carica batterica, sono
state conservate a tre diverse temperature (15~ 22 - 37 0C) ¢ con umidith
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relativa al 60 %, per 30 giorni, in contenitori originali sia tenuti chiusi,
che aperti.

Al termine del periodo fissato si ¢ proceduto ad una nuova determina-
zione della carica batterica.

Un’ulteriore serie di prove & stata effettuata sulle materie prime con-
servate alla temperatura di 22 °C in diverse condizioni di umiditd relativa
(30-60-90 %),

Anche in questo caso il periodo di conservazione & stato di 30 giorni,
al termine del quale & stata ripetuta la conta microbica,

Le variazioni rilevate della carica microbica sono state espresse come
valori percentuali rispetto alla carica iniziale, fatta ugunale 100.

MATERIALI E METODI

4) Campioni di materie prime.

I campioni esaminati sono stati prelevati dai diversi lotti di produzione
secondo le norme U.S. Military Standard 105-D [41] « General Inspection
Level » II e, precisamente, in numero di due campioni nel caso di 2-8 con-
tenitori, di tre campioni in caso di 9-15 contenitori, di cinque campioni
per 16-25 contenitori, di otto campioni per 26-50 contemnitori, ece.

Il prelievo delle materie prime & stato effettuato seconde rigorose norme
asettiche e nella quantita di 10 g per la determinazione della carica batte.
rica ¢ micetica e di 1 g per ogni singola ricerca di microrganismi patogeni
o igienicamente indesiderati.

b) Preparazione del campione,

Essa & stata realizzata tenendo presenti le caratteristiche delle materie
prime in esame, secondo le metodiche proposte dalla « Fédération Interna-
tional Farmaceutique» [42, 3],

Le materie prime idrosolubili sono state diluite in rapporto 1:10 in
soluzione tamponata sterile a pH 7 {fusfato monopotassico: 3,56 g; fosfato
bisodico - 2H,0 : 7,23 g; cloruro di sodio: 4,30 g; peptone: 1,0 g: acqua di-
stillata: b, a 1000),

I prodotti non idrosolubili di natura grassa sono stati dapprima addi-
vzionati di identica gquantita in peso di polisorbato 20 o 80 a 10 ¢C e, succes-
sivamente, di soluzione tamponata sterile a pH 7 in quantitd otto volte
superiore, scaldata a 0 °C, agitando in modo da ottenere una emulsione
omogenea,

l.e materie prime di natura non grassa e¢ non idrosolubile sono state,
invece, diluite L: 10 con soluzione tampone pH 7, ricorrendo alla omoge-

Aan. fat. Super, Sanikd (1977) 13, 2055322
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neizzazione meccanica o, in caso di diflicile sospendibilita, alla aggiunta
del 0,1 9 di.polisorbam 24 o 80,

In ogni case, naturalmente, ci si & preoceupati di portare il pH a valori
vicini alla neutralita.

¢) Determinazione della carica batterica totale.

I campioni cosi allestiti alla diluizione 1 : 10, sono stati seccessivamente
sottopusti a diluizione progressiva in soluzione tamponata sterile pll 7 v
mclusi direttamente in prastre di terreno agarizzato, nel caso di prodotti
non facilmente filtrabili, oppure filtrati su membrana con poroesitd 1,22 y,
deponendo poi questa sulla superficie di piastre di terreno solido.

Il terreno colturalc solido impiegato & stato il Soybeun-Casein-Tdigest—
Agar-Medium.

L’incubazione & stata protratta per 5 giorni alla temperatura di
32-35 °C,

d) Determinazione delle carica micetica.

I campioni diluiti secondo le modalita sopra menzionate sono stati in-
clusi direttamente in piastre di Sabouraud-Dextrose-Agar addizionate di
cloramfenicolo nella quaatita di 50 mg/litro, o filtrati su membrana 0,22 p,
deponendo successivamente questa sulla superficie di piastre contenenti il
medesimo terreno.

L’ineubazion: & stata effettuata in questo caso alla temperatura di

22-25 °C per la durata di 5 giorni.

e} Ricerca delle Enterobacteriaceac.

Il campione, preparato secondo le tecniche illustrate precedentemente,
¢ stato dapprima inoculato nella quantita di 10 ml (equivalente a 1 g) in
100 ml di terreno di arricchimento di Mossel e coll. [44], incubando poi per
24 h alla temperatura di 35-37 oC.

Quindi, si € proceduto all’isolamento in piastre di Violet-Red-Bile-
Agar addizionato di glucesie 1 9%,.

Dopo incubazione per 24 h a 35-37 °C, si ¢ proceduto alla letlura dei
risultati, sottoponendo in seguito le colonie svspette a ulteriori prove di
identificazione secondo le normali tecniche microbiologiche.

f) Ricerca di Pseudomonas acruginosa.

Una quantiti del campione equivalente a 1 g & stata seminata in 100 ml
di Filuid-Soybean—Cascin-Digest-Medium, incubando per 48 h a 35-37 C,

Awn. 8 Super. Sawila {19771 13, ROG-552
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Al termine dell’incubazione si & effettuato l'isolamento su piastre di
Cetrimide—Agar-Medium, che sono state ineubate per 48h alla stessa
temperatura,

Sulle colonie sospette sono state esegunite ulteriori indagini di conferma.

g) Ricerca di Staphylococcus aureus.

Dopo semina ed incubazione del campione preparato in Fluid-Soybean—
Casein—Digest-Medium, secondo le modalitd indicate nel precedente para-
grafo, si ¢ effettuato I'isolamento su piastre di Vogel-Johnson-Agar-Medium,
incubando per 48 h a 35-37 °C,

Le colonie sospette sono state sottoposte ad esami battericlogici per la
valutazione della patogenicita (coagulasi, emolisi, fermentazione della man-
nite, ecc.).

h) Ricerca deglt streptococchi fecali.

Il campione preparato & stato inoculato in quantitd corrispondente a
! g in 100 ml di Streptosel-Broth, incubando per 48 h a 35-37 °C [45].

Il successivo isolamento & state realizzato sia su Streptosel-Agar, sia
su Bile-Esculine-Agar, incubati a 45 ¢C per 24 h.

Sulle colonie sospette sono state compinte ulteriori ricerche di identi-
ficazione.

1} Ricerca dei clostridi solfito-riduttore,

Un grammo del campione preparato & stato seminato in 100 ml di Tryp-
tose-Sulfite-Cicloserine—Broth secondo Mossel ¢ Pouw [46], incubando anae-
robicamente con sistema tipe Gas—Pack a 35-37 °C per 48 h.

Si & proceduto, quindi, alla zemina in piastre di Petri su strato di Tryp-
tose—Sulfite-Cicloserine—Agar, subito ricoperto da un altre strato di identico
terreno colturale [47].

Al termine dell'incubazione (compiuta anaercbhicamente a 35-37°C
per 24 h) si & preceduto all'esame delle colonie.

RISULTATI

I risultati ottenuti dall’insieme delle indagini si possono cosi riassumere:

1) Gli esami batteriologici compiuti su 100 diverse materie prime,
per un totale di 1517 campioni esaminati, hanne evidenziato netevoli dif-
ferenze nel grado e tipo di contaminazione batterica.

Ann. fel. Super, Soite (1877) 13, 20532



816 TECNICHE E METODOLOGIE

Infatti accanto a sostanze presentanti una minima carica inquinante,
quali ad esempioc bicarbonato di sodio, biosside di titanio, carbowaxs,
essenze vegetali, vaselina bianca, se ne ritrovano altre pesantemente
contaminate, quali agar-agar, aloe, amidi, belladonna, boldo, cacav,
cascara sagrada, cuore, digitale, gelatina, gomma, ipofisi, menta, ovaia,
rabarbaro.

2) Scendendo all’analisi dei reperii relativi alla carica batterica totale
(Tab. 1 e Fig. 1}, il 15,3 9, (232 lotti) dei campioni ha presentato valori infe-
riori 2 10 per grammo, il 20,1 % (305 lotti) carica fra 10 e 100, il 27,7 9
(420 lotti) carica fra 100 e 1.000, il 22,5 9 (342 lotti} carica fra 1.000 e 10.000,
il 9,6 % (145 lotti) carica fra 10.000 ¢ 100.000, e il 4,8 % (73 lotti} carica
superiore a 100.000 per grammo.

3} Le determinazioni della carica micetica (Fig. 1 e Tab. 1) hanno,
a loro volta, messo in evidenza che il 50,7 %, dei campioni (769 lotti) possiede
una carica inferiore a 10 per grammo, il 23,1 9, (351 lotti) carica tra 10 e
100, i1 15,7 9, (238 lotti) carica tra 100 e 1.000, I'8,5 9, (129 lotti) carica
tra 1.000 e 10.000, I'L,9 %, (29 lotti) carica tra 10.060 ¢ 100.000 e lo 0,1 %,
(1 lotto) carica micetica pit elevata.

CARICA BAYTERICA " CARICA MICETICA
50
40
30

[}

5 I

<0 107 1003 1074 ds =100 PR AN T S T It
germi / grammo miget 1 /gramrmg
Fig. 1. — Distribuzionc percentuale della cariea batterica e micetica nelle

materie prime.

Ann. TH. Super. Sanild {1077) 13, BO5—BI2
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4) Gli esami batteriolugici qualitativi indirizzali alla ricerca di mi-
crorganismi patogeni o indesiderati dal punio di vista igienico (Fig. 2 e
Tab. 2) hanno portato all'isolamento di clostridi solfito~riduttori nello 0,859
(13 lotti) dei campioni analizzati, di Pseudomonas aeruginose nel 1,98 9,
(30 lotti), di Staphyloceccus aureus nell’l,78 °, (27 lotti), di streptococchi
fecali nel 2,2 9, (32 lotti), di Escherichia coli nel 5,8 ¢ (88 lotti), di Sal-
monella nello 0,33 ¢, (5 lotti); per quanto riguarda gli altri enterobatteri
reperiti, questi sono risultati appartenere, in ordine di frequenza, ai generi
Enterobacter (23 lotti), Proteus (23 lotti), Citrobacter (11 lotti), Klebsiellu
(2 lotti), e, un lotio ciascuno, Erwinig, Providencia e Yersinia.

5) Valutando globalmente i risultati ottenuti. ecco come sono risul-
tate ke diverse materie prime, distinte in tre categorie secondo le indicazioni
di Gallien [30], Kruger [33] ed Hein e Miklovieh [44}].

In una prima categoria (Tah. 3), caratterizzata da carica batterica toiale
fine a 1.000 germijg, da carica micetica fino a 100 elementi/g e da completa
assenza di microrganismi patogeni e igienicamente significativijg, possono
esscre incluse 40 materie prime.

In una seconda categoria {Tab. 4), raggruppanie prodotti che hanno
presentato almeno una volta valori di carica batterica compresa tra 108

Clostrid . Pseudon Staphylococcus Streptacocchy E. ooli Salmonekia altee
sd}ﬁ%t'rr'id‘uttori a?rug?;nonsga . apJ:Ieua tecal Enkerobacter acese
Fig. 2. — Percentuale della presenza di germi patogeni o indesiderati nelle

materje prime.

Ann, I8t Super, Sanita (1977} 13, BOS-E32
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TABELLA 3

Materie prime con carica batterica < 10" germifg; micetica < 10* germifg

ed assenza di germi patogeni o indesiderati su 1 g

1) Acetato ftalato di
cellulosa

2) Acido silicico (vari
tipi)

3) Acido tartarico

4) Aleool cetilico

5) Balsamo told

6) Bicarbonato di so-
dio

1) Biossido di titanio

8) Burro cacao

9) Calcto carbonato

10} Cannella (olio es-
senziale}

11) Caramello cristallino
12) Carbowax 100
13} Carbowax 4000
14) Carbowax 6000

15) Cellnlosa icrocri=
stallina

16) Cera carnauba

17) Cera d’api

18) Ciliegia (essenza)
19) Cremophor

20} Clorofilla (polvere)
21} Eparina sodica

22) Estratto balsamico
expectorants

23) Eucaliptolo (estrat-
to}

24} Garofano (essenza)
25) Glicerina bidistillata

26) Lavanda (olio ea-
senziale)

27) Mandaring (cssenza)
28) Massa neutralis

29) Menta (olio essen-
ziale)

30} Mentolo cristalli

31) Olio di arachidi
32) Ossido di magnesio

33) Pine mugo (estrat-
to)

34) Qmuercetina

35) Rabarbaro (estrat-
to)

36) Spermaceti

37} Tylose

38} Vaselina

39) Vitamina A (vari
Lipi}

40) Vitamina B,

41) Vitamina B,

42) Vitamina B,

41) Vitamina B,y

14) Vitamina C

45) Vitamina Dy

46) Vitamina E

TABELLA 4

Materie prime, prive di germi patogeni o indesiderati,
che hanne evidenziate almeno una volta valori di carica batterica
compresi tra 10** germi/g e micetica tra 10" germi/g

1) Acide citrico

2) Aroma arancio polvere

3) Aroma lampone polvere

1) Aroma limone polvere

7} Zucchero (saccarosio)

3) Lanelina

6} Magnesio stearato
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e 10* microrganismi/g e carica micetica fino a 10" clementi/g, ma comunque
mai presenza di gernii patogeni o igienicamente indesiderati, possono esserce
collocate 7 .sostamze.

Alla terza categoria {Tab. 5}, comprendente sostanze inquinate almeno
ung velta da specie microbiche patogene e indesiderate o massivamente
contaminate (carica batterica totale superiore a 10# germi/g ¢ carica micetica
superiore a 10%/g) possono essere collocati 47 tipi di prodotti.

6) Considerando le materie prime esaminate dal punto di vista del-
Porigine (sostanze inorganiche o di origine minerale, sustanze organiche
definite. sintetiche o molte purificate, sostanze organiche di origine animale
e vegetale) st pud osservare, pur con varie eccezioni, che nella prima cate-

goria rientrano soprattutto sostanze organiche definite ¢ inorganiche.

TABELLA 5

Materie prime che hanno evidenziate ahmene una volta valori

di carica batterica superiori a 10* germi/g, micetica superiore a 10%/g

¢ presenza di germi patogeni o indesiderati/g

1
1} Acido silicice com- 16) Cuore. (polvere} 31) Lattosio {vari tipi)
positun: 17) Digitale (foglic) 32) Lignerizia {radice)}
2} Agar Agar 18) Farina semi carrube 33} Mannite
3) Aloe 19) Frangola (corteccia) 34) Menta (foglic)
4) Altea 35) Ovaia {polvere)

5} Amido mais

6) Amido di patate
7) Amido di riso
8) Anice (frutle)

9) Bilc bovina (pol-
vere)}

20) Gelaiina capsule

21) Gelatina granularc
{vari Lpi}

22} Gelatina polvere
23} Glucosio

24) Genziana (radice)
25) Gialle tartrazina

36) Poligola (radicr}
37) Ponceau 4 R E 124
38) Rabarbaro (rizoma)
39) Rene {(polvere)

40) Senna (foglic)

41) Stramonio {(feglic)

10} Belladonna -(foglie) E 102 42) Taleo

11) Boldo {foglic) 26) Gom_nu? _Arabica 43) Testicele (polvere)
{vari tipi)

12) Cacao amare pol- 44) Timeo

vere
13) Caefino

14) Cascara S. (coriec-
cia)
15} China {corteccia)

27) Gomma laccu
28) Hamamelis
29} Ipofisi (polvere)

30) Latte in
{vari tipi}

polvere

45) Tiroide (pelvere)

46) Tromboplastina
(polvere)

47) Valeriana (rizowna-
radice)
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La seconda comprende un gruppo di materie prime eterogenee (acido
citrico, aromi in polvere, lanolina, magnesio stearato e zucchero).

Alla terza appartengono, particolarmente, sostanze organiche di ori-
gine animale e vegetale.

7} I diversi lotti di fabbricazione delle materie prime esaminate
hanno presentato sovente ampie variazioni nel contenuto micrebico, sia
considerato come carica totale, sia come presenza di microrganismi pato-
geni o igienicamente indesiderati.

8) Differenze significative sono state anmche rilevate nelle caratteri-
stiche igieniche di materie prime provenienti da diversi fornitori. Proprio
questa interessante constatazione ci ha spinto a compiere una indagine sup-
plementare su 60 lotti di gelatina granulare e 15 di cacao amaro in polvere,
ognuna di dette sostanze proveniente da tre diversi produttori. Come balza
evidente dai risultati riportati nella Tab. 6, nel caso del cacao amaro i 5
campioni del fornitore « A» hannc presentato carica batterica superiore a
1.000 in tutti i easi, con l'isolamento di germi patogeni o indesiderati in
ben 4 campioni. Caratteristiche igieniche diametralmente opposte hanno
posseduto le 5 partite di cacao del fornitore « C », tutte con carica batterica
non superiore al migliaio e esenti da microrganismi a significato igienico.
Livelli igienicamente intermedi sono stati rilevati nei lotti del fornitore « B».

Anche per quanto concerne la gelatina i reperti microbiologici delle
diverse partite hanno presentato una netevole variabilita: poco contaminati
i lotti del fornitore « F », mediamente quelli del fornitore « E» ¢ gravemente
quelli del fornitore « D».

TABELLA 6

Caratteristiche igieniche di materie prime provenienti ds diversi produttori

-]
Cacao amaro polvers Gelating granulare
TRO- [ . FRO. .

DUT- Carica batterica | N. di pre- DUT- Carica batterica | N, di pre-
TORE N. dei {germifg) epza get-| papo N. dei {germi/g) BERTE gob-
lotei mi indeasi lotti — I mi indesi-

=108 > 194 devati < 108 > 108 derati

A 5 0 3 4 D 20 i 19 10

B 5 1 3 2 E 20 12 8 6

C 3 5 ] 1} F 20 18 2 1

Ainn. M, Super, Sawitd (19771 1 3, 208252



826 TECNICHE E METODOLOGIE

9) Le prove intese a rilevare le variazioni della carica batterica in
materie prime di largo impiego farmaceutico (amido di mais, zucchero)
conservate per 30 giorni nelle medesime condizioni igrometriche (U. rel.
60 %), ma a tre livelli di temperatura (15-22-37 °C) non hanno messo
in evidenza (come risulta dalla Tab. 7) nessuna variazione nei campioni
« chiusi» conservati a 15 ¢ a 22°C,

Incrementi sensibili si sono rilevati, invece, nei campioni tenuti aperti.
I valori di questi aument: sonc del 170-180 9, nell’'amido e nello zvechero
rispettivamente alla temperatura di comservazione di 15 9C: dell’800 9,
(amido)-B60 9, (zuccherv), se conservati alla temperatura di 22 oC,

La eonservazione alla temperatura di 37 °C ha determinato in tutti
i campioni, 8ia chiusi sia aperti, un incremente molto cospicuo dei microrga-
nismi contaminanti. L’anmento & stato dell’800 ¢, (amido)-2.300 ¢, (zuec-
chero) nel caso di contenitori chiusi ¢ superiore al 100.000 % nei campioni
lasciati aperti.

TABELLA T

Variazioni percentuali della earica batterica in amido di mais e zuechero
in relazione alla temperatura, con umidita relativa 60 %,

Condiziani di vazi Amido di maix Zugeherw
{geemifg} {germijg)
Tempreraturs Conteni Prave Valorr Errure Prove Yalore Frrore
°C) nrenitare " medio standard v medio [ standard
| N. N
15 Chiuso 10 102 1,75 It 9% 2,01
Aperto I0 170 2,61 10 180 2,16
Chiuso 11 105 2.1¢ Hi 103 2,00
2 Aperto 10 800 | 940 10 860 | 7,06
- Chiuso 10 800 120 10 2300 31,0
37 Aperto 10 > 10 — 10 >10% —
—

10) Per quanto riguarda P'influenza del grado di umidita sulla ca-
rica microbica dell’amido di mais e dello zucehero conservati per 30 giorni
alla temperatura di 22 °C a tre diversi livelli igrometrici (30-60-90 %, U.
rel.) non si & rilevata (Tab. 8) alcuna modifica nei campioni« chiusi» conser-
vati fino al 60 9, di nmidita relativa. La carica microbica ¢ invece aumentata

Ang. Jal. Super, Sanitd (1077) 13, BO6-83%
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TABELLA B

Variazioni percentuali della carica batterica in amido Jdi mais e zucchero
in relazione al grado igrometrico, a temperatura costante (22 °C)

Condiziand di conservazione Amide d? wais Zucohero
(germifg) (germif/g}
N o Prove Valore Errore L Valare Errore
U el (%) Contenitari X medie standard Contenitori medio atandard
Chiuso 10 101 1.90 10 102 1,89
30
Aperto 18 550 8,70 10 210 481
Chiuso 10 115 2,03 10 23 2,04
00
Aperto 1¢ 900 109 10 930 10,1
Chiuso 1¢ 1900 30,6 L 3500 49,0
90
Aperto 10 > 109 _— 10 > 108 —_
1

pei campioni laseiati aperti e, precisamente, del 210 9, (zucchero}-550 %,
(amido) in caso di conservazione con 30 9%, di umidita per salire al 900 9%,
{amido}-930 %, (zucchero) con il 60 9 di umidita.

La conservazione in condizioni di clevata umiditd (90 9%, U. rel.) ha
portato la carica microbica a livelli elevatissimi: 1.900 9, (amido)-3.500 %,
{zucchero) di aumento nei campioni « chiusi» ed oltre il 100.000 %, di incre-
mento quando essi sono stati mantenuti in contenitori « aperti».

CONSIDERAZIONI CONCLUSIVE

Le principali conclusioni che si possono trarre dal complesso dei risul-
tati ottenuti semc le seguenti:

1} Le diverse materie prime impiegate per la fabbricazione dei me-
dicinali possono presentare un elevato grado Ji inquinamento batterico,
con presenza anche di microrganismi patogeni o igienicamente indesiderati.

Poiché la presenza di questa miecroflora contaminante pudé condurre
alla preparazione di farmaci pericolosi o facilmente alterabili, & opportuno
che vengano eseguiti preventivi contrelli microbiologici tanto sui prineipi
attivi, quanto sugli eccipienti, al fine di escludere dal ciclo produttivo le
sostanze igienicamente non idonee,

Ann, Trl, Nuper. Soaifd (1077) 13, S05-832



B3 TECNICHE E METODOLOGIE

Tali controlli risultane particolarmente necessari nel caso che queste so-
stanze siano impiegate per la preparazione di farmaci (compresse, confetti,
sospensioni, pomate ecc.) che generalmente non sono sottoposti o mal si
prestane a trattamenti antibatterici.

2) 1 produttori di materic prime, d’altro canto, dovrehbbero appli-
care nei cicli di produzione, nonché nella fase di conservazione, precauzioni
atte a ridurr¢ al minime le contaminazioni batteriche.

Sarebbe auspicabile inoltre che i produttori verificassero con regolari
esami microbiologici I'eflicacia delle precauzioni attnate.

3) Non solo i produttori di materie prime, ma anche i grossisti e i
depositari dovrebbero osservare rigorosamente le¢ norme atte alla miglior
conservazione delle materie prime.

In base anche alle nostre ricerche, sono particolarmente determinanti
il grado igrometrico, la temperatura e 'impiego di contenitori di adeguata
sicurezza ed ermeticitd. Le pessime condiziont di conservazione possono tra-
sformare prodotti igisnicamente idonei in predeiti inaccetrabili.

4) L’industria farmaceutica, ovviamente, dovra praticare una accu-
rata ed oculata conservazione delle materie prime giacenti presso i propri
magazzini, eseguendo non solo alla consegna, ma altresi al momento dell’im-
piege un controllo microbiologico gquanti-qualitative.

5) L’impiego di materic prime con buone caratteristichc microbio-
logiche, in unione ad una lavorazione industriale condotta secondo rigide
norme igieniche, consentira di ottenere prodetti farmaceutici a bassa carica
microbica ed esenti da microrganismi patogeni.

Ricevauto il 13 giugno 1977.
Aecettato il 13 settembre 1977,
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