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IN T Ro D.U e e I o N 



"ELABORACION DE Utl M~UAL DE METODOS MICROBIOLOGICOS PAPA 

EL COllTROL DE LAS DIFERE!ITES FORMAS FARMACEUTICAS", 

INTRODUCCION 

La necesidad de establecer manuales ha alcanzado, en muy pocos años rela-

tivamente, un significado importante en la administración de todas las com-

pañias puesto que basándose en ellos y conociendo la organización, políticas 

y responsabilidades a seguir se obtendrán mejores resultados, ya que conocié~ 

do de antemano que el !actor humano es determinante en cualquier labor, y más 

aCm cuando se trata de productos farmacéuticos, debemos de garanti,zar. que los 

errores se minimizen al máximo siguiendo manuales que señalen _la¡~Úividad 
del personal. El objetivo de este manual es que sirva éo~o·- ayu·il~'y .. consulta 

"···-· 

para el personal encargado de investigar y realizB.I'). 81 .. 'cohtfoi Mi~robiológico 
,'e•:;;'.·-.. 

de las diferentes formas farmacéuticas. 

El control Microbiológico junto con el control Químico y Físico forman 

parte del Control de Calidad de una forma farmacéutica, este control Microbi~ 

logico es de interes e importancia, ya que al realizarlo se determina la pre-

sencia o ausencia de contaminantes vivos que pueden dañar tanto a la forma 

farmacéutica como al consumidor. El dafio a la forma farmacéutica seria un 

cambio en su aspecto, olor, sabor, consistencia, descomposición, intolerancia 

y disminución de actividad. El daño al consumidor seria originarle otro tipo 

de infección, estado de inconsciencia y en casos extremos la muerte. 

Sin embargo en las diferentes farmacopeas y normas oficiales no existen 

limites microbianos para todas las formas farmacéuticas y los mHodoe micro-

biológicos están referidos a un número reducido de ellas dependiendo ya sea 

por el agente terapéuti=o que contiene, o bien por el excipiente o por la via 

de administración que se les de. 
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En el presente trabajo se hace una recopilación de loa ml!t0dos microbio

lógicos aprobados por las diferentes farmacopeas para el control .cíe mate.ria 

prima y aplicados para formas farmacl!uticas estl!riles o no est6riles. Se de_!! 

criben características generales de los microorganismos que pueden.encontrar 

se con más frecuencia, los fundamentos y procedimientos de los mbtodos, con

sideraciones previas al desarrollo de los procedimientos y propi~dades de los 

medios de cultivo empleados, 

I 



II 

GEllERALIDADES 
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GENE? ALI DA DES 

En formas farmacéuticas estAriles, la calidad microbiol6gica esta aso-

ciada con la ausencia de microorganismos o de sus subproductos. Actualmen -

te y durante la pasada decada, el interes ha aumentado de saber el conte-

nido microbiológico en formas farmacAuticas no eatAriles debido a que-mu-
; . ·~:'· ;_, -_ , 

chos productos no estériles proporcionan un medio adecuado para e( c~eci:

miento de un amplio espectro de microorganismos. Aunque la industria far

macéutica reconoce la necesidad de efectuar un control microbiológico a 

estas formas farmacéuticas no estériles que son susceptibles a la contam1 

naci6n microbiana, es impráctico e innecesario insistir que el producto -

no estAril este libre de microorganismos, pero para la protecci6n del con 

sumidor y d~l producto es importante, sin embargo, tomar medidas apropia

das para asegurar la calidad microbiológica de el producto. El mantenimien 

to de niveles bajos de microorganismos en productos no estériles es muy -

importante para asegurar que el producto final este libre de microorgani~ 

mos no deseados, particularmente patógenos. 

Se requiere delinear un programa que además de medir el proce-so del con 

trol microbiol6gico de formas farmacéuticas no estériles proporcione la 1-

dentificación de microorganismos y las fuentes potenciales de contamina-

ci6n microbiol6gica, las cuales serán entonces analizadas por su contrib~ 

ción en cuanto a riesgo de contaminaci6n para la calidad microbiológica de 

el producto. Por ejemplo materias primas, a&ua utilizada en la manufact~ra 

del producto,siatemas preservativos y prácticas de sanitizaci6n usadas para 

el equipo de producción son bien conocidos como fac torea altamente peligr.!1. 

sos de contaminaci6n y han sido implicados en la contaminación efe formas 

farmacéuticas no estériles. Una atención adecuada y comprensión apropiada 

del papel de los fac}ores de alto riesgo pueden minimizar el n6mero y el 
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1 ipo de contaminantes microbianos que crecen on el. producto. 

otros aspectos de at~ricion serán dÍrig1'cibs hacia "las. !reas .. de: al to rie_!! 

go" como son .Pisos, .Pai:Md.;r¡,§~r~~ ll~;erricies en contact~. con ·.El~· producto. 

Tambilln el aire del ~e<iió ¡~bi~nte i:>Üéde 'contener re~er,v.origs ci~ mÍúoorga

nismos, sin embargo el riesgo do contaminación proveniente de. :~~~ka rÜentes 
',·:e; 

es bajo en un medio que es adecuadamente limpio y saniti~·a~'~; 'No:ol:istante, 

aunque el riesgo de contaminación hacia el producto d~s~~·J~s iliuJi~irici.es 
" ·-'; ,:, :·~ ~> ..•. ">; - ''·' --~ .. :. ". 

y aire ambiental es pequeño hay una necesidad de pfógr~~:denfro tiei con

trol microbiológico estas áreas rutinariamente;'El ~t~±;J~~'{¡í~~i'~~~~de'. sfn 

:::::::· ,'.:::: :::::: ::: ::::.:·:~::·:.: :;;t~1~~;t~~!f!~:::.:·~:: :~. 
ciado con la contaminación de un producto, 

MatP.rias primas, equipo o soporte del sistema son considerados bastantes 

importantes para la prueba microbiológica, además es necesario establecer 

niveles cuantitativos y/o cualitativos de alerta y acción, Un nivel de a-

lerta es un valor qua muestra todo objeto llevado por una corriente fuera 

de las condiciones normales, esto indica, que las cuentas microbianas son 

más altas que las esperadas y entonces se llamará la atención a producción. 

Un nivel de acción es un valor, el cual se derivó de un objeto llevado fu! 

ra de las condiciones normales de operación y requieren una acción corree-

tiva. Los niveles de acción precipitan una investigación para determinar 

la causa(s) de tal contaminación (objeto) y v~r que medidas correctivas -

pueden sor llevadas. 

PRUEBA MICROBIOLOGICA .. ; DEÍ:. AGUA. •En .el pasado reciente la. industria far

macéutica ha experimentEtcl~;v~;¡os costosos llamados de atención p~r la pr.!!. 

sencia do un alto n·ci~~'ro de microorganismos indeseables en liquides nasa-
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lea y orales, La industria también ha afrontado llamados de atenci6n en 11-

quidos desinfectantes y antisépticos por la misma raz6n. En la mayoria de 

los casos los microorganismos han aparecido originariamente en el agua usa-

da para fabricar el producto, Ciertamente, el agua es probablemente el ma-

terial más importante usado en la manufactura de productos farmacéuticos 

no estériles. El agua es usado no solamente en la formulaci6n de la mayoria 

de farmacéuticos no estériles sino también en el lavado del equipo y compo

nentes. Como resultado la calidad microbiol6gica de el agua es "éxtremada

mente importante. El agua suministrada será sujeta a frecuentesc chequeos m.! 

crobiol6gicos, sobre todo cuando el agua para beber no evita.la presencia 

de microorganismos tales como Pseudomonas aeruginosa o Ps cejlacia. Otros m,! 
,· .. 

croorganismos, aunque inocuos al consumidor, pueden presentarse· en número 

suficiente para causar problemas con la calidad del producto (por: ejemplo: 

sabor, cambios de olor, decoloración, etc.). 

Aún si el agua es satisfactoria, la contaminaci6n puede ocurrir durante 

el tratamiento de almacenaje. Por ejemplo, los sistemas de la deionizaci6n 

del agua son bien conocidos como sitios de crecimiento para microorganismos, 

y el programa microbiol6gico es necesario en varias etapas a lo largo del 

sistema de deionizaci6n (resinas intercambiadoras an16nicas, cati6nicas, -

mezcla de resinas, etc.). Los microorganismos pueden crecer prolificamente 

cuando el agua no es almacenada a altas temperaturas o cuando los tanques 

de almacenaje no son rutinariamente sanitizados. Codos (ángulos) y curvas 

en la distribución del sistema también pueden colectar microorganismos y 

pueden llegar a ser fuentes mayores de crecimiento microbiaho en el siete-

ma, 

Por estas razones es esencial la validación de estudios llevados a cabo 

para determinar la aceptable calidad microbiológica del agua en el proceso 
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de eeneración, almacenaje y sistemas de distribución que provee el agua. 

Otras validaciones son las del programa rutinario microbiológico que ase

gure la continua aceptabilidad de el equipo y procedimientos de operación 

usados para mantener la calidad microbiológica de el agua. 

PROGRAMA DE SANITií\ACION .- Hay muchos pasos durante la manufactura de 

formas farmac6uticas no est6riles donde las condiciones pueden ser óptimas 

para el desarrollo de microorganismos. Algunos de estos pasos incluye el 

granulado humado, secado, mezclado y almacenaje. De este modo, uno de los 

factores fundamentales en la producción de formas farmac6uticas no est6ri

les de alta calidad ea la adherencia escrupulosa a las buenas prácticas de 

sanitizaci6n del equipo de proceso. Una buena producción higiénica puede 

ayudar a prevenir los microorganismos desde el comienzo y durante las eta

pas de manufactura del producto. 

Aunque una eficiente sanitizaci6n es esencial, una planta y equipo sucios 

pueden hacer esta tarea dificil o virtualmente imposible. Por ejemplo las 

mangueras y válvulas que no pueden ser propiamente saneadas sobre todo en 

extremos cerrados, hendiduras y toda válvula "no aani taria" hacen dificil 

la sanitizaci6n. 

Los m6todos usados para evaluar loa agentes de sanitización pueden ser 

divididos en dos categorias: pruebas estándares de laboratorio y pruebas 

bajo condiciones actuales de uso. Una combinación de ambos m6todos proba

blemente provee la más completa validación para el proceso de sanitizaci6n. 

Por ejemplo, los m6todos estándares de laboratorio tales como el AOAC Ava

ilable Clorine Germicida! Equivalent Test, el AOAC Germicidal and Deter

gent Sanitizer Test, y el AOAC Use Dilution Test son específicamente defi

nidos por su reproducibilidad en cualquier laboratorio y por cualquier ope-
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radar. Estas pruebas estándares de laboratorio son fitiles para comparar la 

sanitizaci6n de varios productos, en varias diluciones, tiempos de exposi

ción, temperatura, etc, El agente de sanitizaci6n puede ser desafiado en 

solución en varias pruebas con microorganis~os, los cuales parecen ser e~ 

perados en el medio de manufactura. Por las condiciones variantes de exp~ 

sici6n y la cinótica de la fase de muerte microbiana pueden ser determin~ 

das por el agente de sanitizaci6n adecuado bajo estudio, 

Un agente de sanitizaci6n puede frustrar su alto poder germicida por -

las condiciones en las cuales se use, ya sea por factores es,,erados y no 

esperados, tales como personal, procedimiento, tiempo en contacto, resi~ 

tencia de la suciedad, agua endurecida, tipo de superficie (porosa o no 

porosa), tipo y condici6n de limpieza empleada y dependientes químicas. 

Como dos ~lantas farmacbuticas no comparten las mismas condiciones opera

cionales ea importante determinar el cumplimiento del agente sanitizante 

bajo condiciones actuales de uso y tan bien bajo condiciones estándares 

de laboratorio. Un programa dentro del control microbiológico del uso del 

agente sanitizante informará la frecuencia adecuada de las sanitizaciones 

y podrá no solamente enumerar los contaminantes, sino también identificar

los e indicar cuales microorganismos son más resistentes al germicida. 

Una vez que el procedimiento de sanitizaci6n es debidamente validado d! 

ben realizarse una descripción escrita detallada de los mbtodos, equipo y 

materiales usados, t=-bHn como los parámetros cri ttcos de seini tizac16n 

(por ejemplo: tipo y concentración del agente sanitizante, tiempo en con

tacto,temperatura,tipo del agua usada, etc.), cuando un producto en partic~ 

lar resulta contaminado el microbi6logo puede iniciar una evaluación micr2 

biana especial de el procedimiento de sanitizaci6n como una medida de ser,~ 

ridad.Cuando la validaciln del nroceso de sanitizaci6n es cambiado,nuevamente 
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estudios pocJrán ser llevados a cabo para evaluar cualquier efecto si es que 

lo hay de las nuevas condiciones que se tienen para la efectividad·de el -

procedimiento. 

PRUEBA DE EFICACIA A· Y.OS AGENTES ANTIMICROBIANOS.- Otro factor importante 

relacionado en el cÓntrolmicrobioll>gico de productos no estbriles es la fo! 

mulaci6n. Al igual que ·eJcis't~n requerimientos rígidos para una manufactura 

higilmica, uso cÍ~ ~~~~i~ ~ribticas .de manufactura y control de calidad, la 

mayor parte de los' !lf~~~.b~~s rarmacbuticos no esUriles esUn todavia suje

tos a una con ta1r.inacióri secundaria de fermentos, mohos y bacterias. El gra

do de suscepti.bÜÍdad. es generalmente relacionado con productos del agua y 

contenido nutriente. Los preservativos (conservadores) antimicrobianos son 

usualmente agregados a un fluido no estbril o a una pomada ya sea para inhi-

bir el desarrollo da microorganismos que son introducidos inadvertidamente 

durante el proceso de n;anufactura o para la minir..ización de la proliferaci6n 

de microorganismos. Los agentes antimicrobianos no pueden se usados para 

enmascarar prácticas no sanitarias o como un sustittuto de las buenas prác-

ticas de manufactura. Muchos factores influyen en la efectividad de un pre-

servativo antimicrobiano, el producto mismo afecta la elecci6n de un preser-

vativo y la cantidad de bl para ser usado, el agua activa del producto, las 

propiedades antimicrobianas de ingredientes específicos en la formulaci6n, y 

el rango de pH que pueden tener. Por lo tanto, los preservativos pueden roa-

lo~rar su efectividad antimicrobiana por la interacción con ingredientes de 

la formulación o con componentes de el contenedor en el cual el producto es 

acondicionado, 

En resumen paro comprobar la inocuidad de los productos farmacéuticos no 

estbriles se debe realizar la prueba de la eficacia de los pres~rvativos, 

asi mismo establecer que sistema preservativo es más potente, suficiente pa

ra prevenir el crecimiento de fermentos, mohos y bacterias en el producto 
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durante condiciones de uso por el consumidor. 

Los métodos para examinar la eficacia de el preservativo usualmente si

guen los lineamientos de la USP o de la Cosmetic Toiletry and Fragrance Asa~ 

ciation. Estos métodos implican que al material a prueba se agregue un es

tandar de microorganismos y entonces determinar el n6mero de sobrevivientes, 

en subsecuentes intervalos de tiempo, para asegurar qlle el sistema preserva

tivo inactiva a los microorganismos desafiados. 

MATERIAS PRIMAS.- Las materias primas son una de las mayores fuentes de 

contaminaci6n microbiana en formas farmacéuticas no estériles. Ciertamente 

la USP reconoce la importancia que tienen algunas materias primas como una 

fuente de contaminación microbiana y debido a esto se les exige cumplir -

ciertos requisitos para aprobar la prueba de su calidad microbiológica. En 

consecuencia, esto es importante para planear el ~uestreo, pruebas de los 

procedimientos, y las especificaciones serán desarrolladas para asegurar la 

calidad microbiológica deseada de materias primas. 

Dada la diversidad de materias primas usadas en la industrili., un solo 

crilerio no es suficiente para establecer un programa de pruebas. La na_tu

raleza y extensión de pruebas microbiológicas para las materias- J>rimas son 

basadas en el conocimiento de la materia, esto origina, cual es el más usa

do y estadísticamente más experimentado. Materias provenientes de fuentes 

ya sean animales, veg;tales o minerales podrán dar un énfasis especial de 

atención porque ellas son conocidas como nocivos reservorios ·de microorga

nismos. Sin embargo existen materias primas consideradas microbicidas, por 

ejemplo la acetona, que no requiere prueba microbiológica porque tiene acti

vidad intrinsica antimicrobiana. Las materiao primas pueden ser examinadas 

por los métodos de la USP (n6mero de bacterias permitido), microorganismoo 
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objetables, o microorganismos que pueden tener la capacidad de degradar al 

producto, 

Un programacdce crütina para medir la calidad microbiológica de materias 

primas permite: (I) identificar materias primas que son más susceptibles a 

una contaminación microbiana, (2) investigar la fuente y especies caracte

rísticas de microorganismos contaminantes, y (3) tomar medidas para la re

ducción y/o exterminio de microorganismos (por ejemplo¡ irradiación,6xido 

de etileno, calor, filtración, etc,), Ea muy importante mantener bajos los 

niveles de población de microorganismos en materias primas ~ara ayudar a 

asegurar que el producto final esta libre de microorganismos indeseados, -

particularmente patógenos. Un programa llevado a cabo para el control de la 

calidad microbiológica de materias primas minimiza las posibilidades de 

contaminación en el producto farmacéutico terminado, 

PRUEBAS AL PRODUCTO TEF'MINADO.- La prueba al producto terminado ea gene

ralmente al final del programa designado para asegurar la calidad microbiol& 

gica de formas farmacéuticas no estériles, Esta fase de un programa de con

trol microbiológico proporciona una seguridad adicional de la calidad del 

producto. Por ser la prueba microbiológica destructiva, es necesario solamen 

te una muestra representativa de cada contenedor. El ti"o de prueba ejecuta

da y la extensión de ella ea gobernada por el uso de el producto (por ejem

plo¡ la vía de administración), la naturaleza del producto y el riesgo poten 

cial al consumidor. Un programa de prueba establecido para un producto que 

se administra t6picamente difiere del usado para formas de dosificación oral 

porque la microbiología concerniente asociada con farmacéuticos tópicos di

fieren de los microorganismos asociados con farmacbuticoe administrados oral 

mente. 
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e A R A e T E R I s T. I e A .s 

GENERALES DE LOS MICROORGANISMOS 
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CAIIACTERISTICAS GEi/ERALES DE LOS MICROORGANISMOS 

El estudio de la Microbiología incluye los siguientes grupos de microor 

. ganismos: I) algas, 2) protozoarios, 3) bacterias, 4) hongos, 5) organis

mos del tipo de la pleuroneumonia { PPLDO), 6) ricket tsias y ?) viru~, los 

cuales difieren en carac teristicas como forma, nutriÚó~: •. ª~~Alc.tü~a:/ ta

maño, composición química, forma de reproducción, etci,&.~'. 'j:':i/ 

Para efectos prácticos de este manual a cohti~u~rif~~R~·~~0:~e~cri~en algl! 

nas características generales de Bacterias, Hongo~w·;~~~f.:Íó'~Jifrd~11h's mi 

croorganismos patógenos: Salmonella, Escherichfa cÚi'1l~i~Í~'i1o·coccus au~eus 
- ,·. ' . . ·:· .. '·.·>:¡,:'·-:~~>;'·-:2;.,_.;;;:~'·:;~ -~ ;_ .·. 

y Pseudorr.ona aeruginosa que pueden encontrarse col! m·á~''tr~cuen~ia en las • 

formas farmacéuticas. 

BACTERIAS.- Las bacterias están constituidas por células procari6ticas 

relativamente simples, poseen envoltura celular, en capas que incluye la 

membrana plasmática, la pared celular, las proteínas y polisacáridos aso

ciados a algunas cápsulas o adherentes superficiales externas, pueden pre-

sentar ap~ndices filamentosos conocidos como flagelos o cilios. 

Las estructuras cito plasmáticas incl.uyen una red de cromatina fibrilar 

central o un cuerpo nuclear rcdeado por un citoplasma amorfo que contiene 

ribosomas, no producen organelos internos como mitocondrias, membranas nl! 

cleares, réticulo endoplásmico; algunos géneros poseen endosporas como 

Bacillus, Clostridium y Sporasarcina que las forman durante su fase esta

cionaria de crecimiento, después que se ha agotado el suministro de algunos 

nutrientes del medio. Dentro de una célula vegetativa se produce una sola 

espora que se diferencia de la célula madre en su morfología y composición, 

mayor resistencia a ambientes adversos y ausencia de actividad metabólica. 
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La mayor resistencia de las esporas a los efectos letales de la desscación, 

la congel11ci6n, lá 'rácli~é:ió,~'y, algunas sudancias químicas ea de gran im-
-- ,- ·: .. ' : ~ . : . ' 

portancia y entre sus características sobresalientes están su gran longe-

vidad en el suelo, junto con su', capacidad para e;ermj,nar en condiciones am-

bientales inadecuadas, 

Pared celular.-Es una estructura fuerte y rígida que la protege de da

ños físicos, cambio de presión osmótica y sirve de sostán para las partee 

más dábiles y bioquímicamente más activas de la cálula, es más delgada en 

las bacterias grampositivas, la diferencia en su composición sirve de base 

para la clasificación bacteriana en gr11mpoaitivas y gramnegativas. 

Reproducción.- Cuando se coloca a las bacterias en un medio de cultivo 

completo, la e álula bacteriana crece y se di vide para formar dos cálulas 

hijas, proceso denominado fisión binaria, como resultado obtenemos una -

curva de crecimiento en la que se diferencian cuatro fases principales: 

I) fase de letencia, 2) fase exponencial, 3) fase eotacionaria y 4) fase 

de muerte; estas fases reflejan el estado metabblico de los microorganis-

moa en ese momento particular. 

La fase de latencia es el periodo de ajuste necesario para el reabaste-

cimiento de metabolitos celulares hasta un nivel compatible con la einte-

sis celular, 

La fase exponencial es cuando las cálulae se encuentran en un estado de 

crecimiento balanceado, las cálulae se dividen con un ritmo constante de-

terminado por la naturaleza del microorganismo y por las condiciones arn-

bien tales. 
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Fase estacionaria.- La acumulación de productos de deshecho, el agota-
• 

miento de los nutrientes, el cambio en el pH y otros factores ejercen un 

efecto deletereo sobre el cultivo, que origina una disminución en la ve

locidad de crecimiento, 

Fase de muerte,- Las células de un cultivo que:es.Un nut~iéndo, se elo.!! 

gan y se distorsionan, lo que es un reflejo del crecimiento desequilibrado. 

aomo grupo las bacterias son microorganismos muy versátiles, presentan 

un gran potencial en su capacidad de utilizar para el crecimiento, fuentes 

de alimentos diversos que van desde sustancias inorgánicas, hasta materias 

orgánicas sumamente complejas. Muchas especies han aprendido a crecer en 

una amplia diversidad de nichos ecológicos con temperatura, acidez, hume-

dad o tensiones de oxígeno extremas, La capacidad de las bacterias para -

existir bajo tales circunstancias, es una prueba de su poder de adaptación 

y de su capacidad de responder exitosamente a estímulos diferentes, 

Dentro de los requerimientos físicos para las bacterias estin: 

I. Temperatura; Para cada bacteria hay una temperatura óptima en la que los 

microorganismos crecen con mayor rapidez y un rango de temperatura dentro 

de1 cual puede producirse el crecimiento. 

Basándose en estos rangos 

Psicrófilas: -5º a 30°c 
Mesófilas :IOº a 45ºc 
Term6filas :20° a 8oºc 

se han dividido a 

óptima 10º-20°c 
óptima 20º-40°c 
óptima 50°-6o0 c 

las bacterias en 3 grupos: 

La temperatura óptima generalmente es un reflejo del ambiente normal 

del microorganismo. 

2. pH: El pH del medio de cultivo afecta también la velocidad de creC1ffiicn-

to y ta~bién hay un pH óptimo con un rango, en el cual puede producirce el 
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crecimiento. Para la mayoria de las bacterias patógenas, el pH es de 7.2 

a 7.6, aunque cualquier ambiente puede ser adecuado para el crecimiento, 

el desarrollo posterior puede verse severamente limitado por loa productos 

metabólicos de loa miemos microorganismos, bste ea esencialmente notable 

en las bacterias que presentan metabolismo fermentativo, con acumulaci6n 

de ácidos orgánicos inhibidorea. 

~·- Están constituidos por células eucari6ticas y forman filamen

tos o hifaa que en conjunto se le conoce como micelio, Existen hifas veg! 

tativas que penetran al sustrato y obtienen agua y nutrientes para la plan 

ta, hifas reproductoras que crecen sobre el medio y contienen las esporas. 

Se reproducen por esporulaci6n sexual y asexual, obtienen el carbono y 

la energia de carbohidratoa, especialmente la glucosa pero algunos utili

zan alcoholes o ácidos orgánicos. 

El medio hfimedo facilita el crecimiento de los hongos pero no requieren 

el mismo grado de humedad que bacterias y levaduras, toleran cambios de -

pH mejor que las bacterias, las especies comunes se multiplican a pH de 

2.2· a 9.6, afin cuando el pH de 5 a 6 es e1 más favorable para muchos hon

gos. La temperatura óptima de crecimiento está entre 22° y 32°c, la máxi

ma de 40° y la minima de 10°c. Prácticamente todos loa hongos son aerobios 

y requieren oxigeno para su crecimiento. 

LEVADURAS.-Son hongos con crecimiento unicelular, sus céiulaa son esfé

ricas, elipticaa o cilindricaa; su tamaño va de 2-8 por 3-15 micras de lon 

gitud. Se multiplican asexualmente por ~emaci6n, por fiai6n binaria y se

xualmente por medio de aacosporae, necesitan para crecer loa mismos nutrie_!! 

tea que las bacterias y loa hongos, en términos generales requieren más a-
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gua que los hongos, pero menos que las bacterias, crecen en limites am-

plios de pH desde 3,0 a 7.5, la reacción óptima se localiza entre 4,5 y 

5.0, no hay desarrollo a temperaturas mayores a las de congelación ni a 

·temperaturas mayores de 47°c, la temperatura óptima se encuentra entre 20° 

y 30°c, utilizan los az6cares en presencia o 
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CAR/,CTERISTICAS DE MICFOOFGA!IISMOS PATOGENOS ENCONTPADOS 

CON MAS FRECUE!ICI A EN LAS FORMAS FARMACEUTICAS 

Salmonella.-Son bacilos gramnegativoe, unicelulares y en forma de ba~ 

tones, no esporulan, con diámetro menor de dos micras, usualmente son mó

viles, afin cuando también se presentan formas sin motilidad, son aerobios, 

heterótrofos. Las Sal~onelas son agentes etiológicos para determinados e~ 

tados patológicos, toles como gastroenteritis, fiebre paratifoidea y la -

fiebre tifoidea clásica. Afin cuando son parásitos principalmente del in

testino ee han reportado varios casos de infecciones extraintestinales. -

Su presencia nos indica contaminación con heces fecales, o por medio de -

portadores sanos del microorganismos. 

Escherichia coli.- Son microorganismos unicelulares, no fotosinteticos, 

no esporulan, eon bacilos gramnegativos con diámetro menor de dos micras 

son móviles mientras otros carecen de movimiento. Son aeróbicos, heteró

trofoe, fermentadores activos de los carbohidratoe, Muchas especies son 

eaprofíticas mientras que otras especies habitan en el intestino como par 

te de la flora normal bacteriana, en el cual no es patogénico. Por lo ~~ 

neral se encuentra en el intestino humano, razón por la cual al hacer el 

examen bacteriológico del agua, la presencia de E. coli en ella nos indi

ca la contaminación por excreción fecal, por lo tanto no está en condici~ 

nea para el consumo humano. Escherichia coli es importante no sólo en re

lación con los análisis de agua, sino también clínicamente, como causante 

de varias formas comunes de infecciones. Aunque vive en el intestino hu

mano casi sin causar daño, tiene cierta capacidad para crecer en otras 

partes del organismo y es un "circunstancial" típico. Es una de las bac

terias que con mayor frecuencia producen inflamación de las vías urinarias 

(cistitis, pielitis) y de la vesícula biliar (colecistitis). Abunda tam

bién en los tejidos infectados en muchos casos de apendicitis y periton1 
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tia. Ciertas cepas de Eecherichia coli de tinos serológicos pecu1ariaa 

se han encontrado asociadas con brotes de diarrea infantil en ea1as de -

pediatría. 

\ 
Staphylococcua aureus.- Son microorganismos unicelulares esfhricos, 

grampositivos, no esporulen, no fotosintéticoe, no móviles, su diámetro 

es de 0,5- I.O micra. Su crecimiento es aeróbico y anaeróbico facultativo, 

Se encuentran como chlulas individuales formando cadenas o en su forma -

característica que ea semejando racimos de uvas. 

Crecen en medios no enriquecidos y en presencia de altas concentracio

nes de NaCl (7.5-IO%). Pueden producir pigmentación que varia de1 blanco 

al naranja o del amarillo al dorado y puede ser Beta hemolítico en ~eloaa 

sangre. Las cepas patogénicas son capaces de coagular al plasma sanguíneo¡ 

aproximadamente el 97% de los estafilococos asociados con procesos patol~ 

gicos en el hombre, son capacea de elaborar esta enzima. Los estafilococos 

se encuentran siempre en la piel humana, nariz, garganta y son organismos 

de fur6.nculoe y granos. 

Pseudomona aeruginoaa.-Las pseudomonaa son bacilos gramnegativos, uni

celulares, rectos o ligeramente curvos, no esporulan. Son microorganismos 

de menos de dos micras de diámetro, son m6viloe con flagelos polares, o no 

móviles (casos raros). Son aeróbicos pero pueden crecer bajo condiciones 

anaer6bicas. Un gran n6mero de especies producen pigmentos solub1es en agua 

Y otros que son florescentee, como la piocianina y la floreceina que se di 

funden en el medio produciendo colonias blanco difusas. Estos bacilos oe 

encuentran frecuentemente en la piel normal y en el intestino en corto nQ 

mero, sin producir daño, pero se multiplican con rapidez, hasta ser el or

ganismo oredominante en el intestino u otro lugar del cuerpo, donde las 

bact,ri~L sensibles a loa antibióticos de la flora normal han s~do supri-
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midas, o donde los tejidos carecen del grado de resistencia normal a la -

infección. Por lo tanto, este bacilo ea ''circunstancial" peligroso, capaz 

por si solo, o en compañia de otras bacterias de causar graves y persis

tentes infecciones en heridas, vias urinarias y en otras partes, En los 

nif.os pequeños y en personas ancianas, cuya resistencia este disminuida -

por otro padecimiento puede originar septicemia o neumonia mortales. 
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FOR~AS FAP.MACEUTICAS SUE PF.QUIEHEN CONTROLES MICROBIOLOGICOS 

Todas las formas farmacéuticas requieren control Microbiológico y para 

su estudio se agrupan dentro de la siguiente clasificación: Formas Farma

céuticas No Estériles y Formas Farmacéuticas Estériles. Consecuentemente, 

por separado se describen las pruebas que se les efectua, a cada grupo, P!! 

ra cumplir con su control Microbiológico. 

Ia. PARTE 

FORMAS FAPMACEUTICAS NO ESTERILES 

Dentro de las formas farmacéutcas no estériles tenemos a las alguien~ 

tes: 

Sólidos de Aplicación Oral: cápsulas, comprimidos o tabletas (ya sean 

efervescentes, masticables, solubles, sublinguales), grageas, granulados, 

gránulos, obleas, pastillas o trociscos, perlas, píldoras y polvos. 

Liguidos de Aplicación Oral: elixires, emulsiones, geles, jarabes, sol~ 

ciones ingeribles, suspensiones ingeribles, tinturas y vinos. 

Semisólidos de Aplicación Externa: cremas, emulsiones, geles, jaleas, 

pastas, polvos, pomadas o ungüentos. 

Sólidos para Aplicación Interna: barras o candelillas, cremas vaginales, 

jaleas, óvulos y supositorios. 

El control Microbiológico que se realiza a éstas formas farmacéuticas com

prende: A. "La determinación del número de microorganismos" 

B. "Identificación del tipo de microorganismo pat6geno" 

TOMA DE MUESTRAS.- Para efectuar estas pruebas las muestras deben de 

tornarse de tal manera que la posibilidad de con t,aminación secundarias quede 

excluida. Por este motivo la toma de las muestras deberá ser realizada por 

personal previamente capacitado para este fin. La USP XXI recomienda para 

el control Microbiológico de un lote, la toma de 3 muestras representativas 
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cada una de ellas conteniendo IO ml en caso de productos líquidos o IO g 

en caso de productos s6lidos, De listas, una muestra está· destinada a la 

determinaci6n del n6mero de microorganismos y las otras dos muestras son 

para la determinación del tipo de microorganismo patógeno. En caso de ser 

producto a granel la cantidad de muestra es de IO ml (en caso de productos 

liquidas) o de IO g (en caso de productos s6lidos), y deberá estar consti

tuida por muestras individuales. 

PREPARACION DE LAS MUESTRAS.- Las muestras deben ser tratadas de tal -

manera que hasta el examen la cantidad y el tipo de microorganismos origi 

nariamente presentes no experimenten modificaciones. Las muestras, se co

locan bajo condiciones estériles en envases previamente esterilizados, i.!!! 

permeables al agua y al aire, debidamente bien cerrados y protegidos de la 

luz, hasta el momento de usarse. 

Para la determinación del n6mero de microorganismos, la muestra deberá 

diluirse en forma rápida y homogénea, bajo condiciones estériles, y colo

carlas inmediatamente en los medios de cultivo, El medio de dilución, para 

evitar un aumento del n6mero de microorganismos, no deberá contener sustan 

cias nutritivas ni tener una actividad nociva sobre los microorganismos -

existentes en el material en examen, La far~.acopea nccional de los Estados 

Unidos de Norteamérica edición XXI indica como medio de dilución, una so

lucí6n amortiguadora de fosfatos pH ?.2. 

DETERMINACION DEL NUMBRO DE 11ICROORGA!!ISMOS.- La determinaci6n se puede 

realizar empleando cualquiera de los métodos siguientes, o bien seg6n la 

naturaleza del producto o necesidades del laboratorio, se eligirá el mé

todo más adecuado. 

Ml!todo No I Técnica del egar vertido en placas 

Método No 2 Tbcnica del número más probable l<MP 
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Método No 3 Técnica de fil traci6n a través de membrana 

Estos métodos rueden aplicarse a preparados liquidas y s6lidos solubles 

en agua, de contenido reducido o elevado de microorganismos. La técnica 

·del filtro de membrana permite además la eliminaci6n de agentes antimicr~ 

blanca mediante la filtraci6n. 

Cuando el producto es una suspensi6n acuosa o hidroalcohólica (contenie~ 

do menos del 30% de alcohol) y se supone que hay un elevado contenido de -

microorganismos se pueden examinar con la técnica del vertido en placas. 

Y por la técnica del N6mero Más Probable cuando el contenido de microorga

nismos es reducido. 

Si se tienen productos cuyas sustancias son insolubles en agua o liqui

des inmiscibles con agua se transformarán en suspensiones o emulsiones, 

agregando cantidades minimas de emulsivos estériles (por ejemplo; tween 80, 

spans etc.), empleando homogenizadores y calentando a no más de 40°c dura~ 

te 30 minutos. 

DETERMINACION DEL NUMERO DE MICROORGANISMOS POR 

LA TECNICA DEL AGAR VERTIDO EN PLACA 

Por medio de este método se logra obtener la cuenta total de bacterias 

y la cuenta total de hongos, empleando los medios de cultivo adecuados pa

ra cada caso. El siguiente procedimiento se sigue para formas farmacéuticas 

sólidas y liquidas orales no estériles: 

a) CUENTA TOTAL DE BACTERIAS 

I.- Pesar IO gramos si la muestra es sólida, o IO ml si la muestra es liqui 

da y depositarlos en un frasco estéril, agregar 90 ml de soluci6n amor 

tiguadora de fosfato pH 7.2 para obtener una dilución de I :IO (Solución A) 
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2.- De la eoluci6n A, diluir sucesivamente para obtener diluciones de I:IOO 

y I:IOOO de la muestra. (Eetae mismas soluciones se utilizan para la -

cuenta total de Hongos). 

3.- Colocar I ml de cada dilución en 2 cajas petri esUriles, 

4 .- Para cada caja agregar aproximadamente 20 ml d~ :agar d,~''.soya tripticase 

(fundido y man tenido a 45°c). 

5. - 1-!ezclar cuidadosamente sobre una superficie plana con movimiento rota-

torio y dejar aolidi :ficar a temperatura ambiente, despul!s invertir las 

cajas e incubar a 35ºc por 48 horas. 

6.- Para determinar el número de bacterias, se cuentan las colonias de las 

dos placas por cada dilución, se toma el valor medio y se multiplica 

por el factor de dilución. El n6mero de ~icroorganismos se indica por 

gramo, mililitro o unidades de la muestra ensayada. 

b) CUENTA TOTAL DE HONGCS 

I.- Pesar ID gramos, si 1a muestra ea sólida, o ID ml si la muestra es 11-

quida y depositarla en un frasco estéril, agregar 90 ml de solución a

mortiguadora de fosfato pH 7.2 para obtener una dilución de I :ID (Sol,!! 

ción A). 

2.- De la solución A, di1uir sucesivamente para obtener diluciones de I :IOO 

y I :IODO de la muestra, 

3.- Colocar I ml de cada dilución en 2 cajas petri esUriles, 

4.- Agregar aproximadamente 20 ml de agar de dextrosa Sabouraud para cada 

caja de petri (el agar debe estar fundido y mantenido a 45°c). 

5.- Mezclar cuidadosamente sobre una superficie plana con movimiento rota-

torio y dejar solidificar a temperatura ambiente, después invertir las 

cajas e incubar a 20°c durante 5 a 7 dias. 

6.- Para determinar el número de hongos se cuentan los colonias presentes 

en las dos placas por cada dilución, se toma el valor medio y se mult,!. 

plica por el factor de dilución.11 nCimero de microorganismos se indi-
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ca por gramo, mililitro o unidades de la mueetra ensayada. 

Cuando el producto a examinar son cápsulas, pildoraa, perlas y semisóli

dos los procedimientos a seguir para la cuenta total de bacterias y cuenta 

total de Hongos son loe siguientes: 

a) CUE!ITA TOTAL DE BACTERIAS 

I.- Pesar IO gramos en caso de ser producto a granel, tomados de diferentes 

contenedores y depositarlos en un frasco est6ril, agregar 90 ml de so

lución amortiguadora de fosfatos pH?.2, calentar a 40°c no más de 20 minu

tos, agitar suavemente hasta disolución total, Esta dilución es de I :IO (S.2, 

1 ución A), 

2.- De la solución A, diluir sucesivamente para obtener diluciones .de I :IOO 

y I :IOOO de la muestra. 

3.- Colocar I ml de cada dilución en 2 cajas petri est~riles. 

4.- Para cada caja agregar aproximadamente 20 ml de agar de soya trip~icase 

(fundido y mantenido a 45ºc). 

5.- Mezclar cuidadosamente y dejar solidificar, despu~s invertir las cajas 

e incubar a 35°c por 48 horas. 

6.- Para determinar el número de bacterias, se cuentan las colonias de las 

dos placas por cada dilución, se toma el valor medio y se multiplica -

por el factor de dilución. El n6mero de microorganismos se indica por 

gramo de la muestra ensayada. 

b) CUENTA TOTAL DE HONGOS 

I.- Pesar IO gramos de las formas farmac~uticas y depositarlos en un fras-

co estéril, agregar 90 ml de solución amortiguadora de fosfatos pH ?.2, 

calentar a 40°c no más de 20 minutos, agitar suavemente hasta disolución 

total. Esta dilución es de I :IO (Solución A). 

2.- De la solución A, diluir sucesivamente para obtener diluciones de I :100 

y I :IOOO de la muestra, 
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3.- Colocar I ml de cada dilución en 2 cajas pe tri es driles, 

4,. Agregar aproximadamente 20 ml de agar de dextrosa Sabouraud para cada 

caja de petri (el medio debe estar fundido y mantenido a 45°c). 

5,. Mezclar cuidadosamente y dejar solidificar, despulis invertir las cajas 

e incubar a 20°c durante 5 a 7 dias, para observar el desarrollo. 

6.- Para determinar el número de hongos, se cuentan las colonias presentes 

en las dos placas por cada dilución, se toma el valor medio y se mul

tiplica por el factor de dilución. El número de ~icroorganismos se in

dica por gramo de la muestra ensayada. 

TECNICA DEL NUMERO MAS PROBABLE 

Mediante esta técnica se efectúa una estimación de la densidad de bac

terias en la muestra; tal estimación tiene una base estad!stica, la proba

bilidad de obtener tubos de cultivo positivos disminuye conforme es menor 

el volumen de muestra inoculado, 

En vista de la variedad de microorganismos presentes en la muestra y da- , 

do que sólo un grupo de ellos interesa investigar, se realiza una pricera 

prueba llamada presuntiva cuyo objetivo es enriquecer cada tubo inoculado 

con este grupo de bacterias. Aquellos tubos que resulten positivos desnués 

de la incubación correspondiente (formación de gas, enturbiamiento, ca~bio 

de color, etc.) son objeto de un segundo estudio que tiende a comprobar la 

identidad de los microorganismos; ésta es la prueba confirmativa. 

La consulta de tablas llamadas del "Número Más Probable" (NMP), en las 

que se expresa la concentración de microorganismos que corresponda a cada 

combinación de tubos positivos, permite obtener los valores buscados. Por 

su mismo cará.cter estadístico las cifras consignadas en las tabl~s coneti-
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tuyen la mejor estimación que puede hacerse del número de bsóte~ias en la 

muestra original. Se indican, sin 

lidad de 0,95 pueden esperarse en 

PROCBDIKIENTO: 

a. Se selecciona la 

contaminación 

b. Se marcan e identifican los tubos por inocular. 

c. Se prepara y diluye la 

obtener las siguientes 

PRUEBA PRESUNTIVA: 

de 

I.- Se transfiere I ml de cada una de las dilúciones a cada uno de tres tu

bos, conteniendo el medio de cultivo correspondiente, evitando todo ti

po de contam~naci6n durante el análisis, aplicando la punta de la pipe

ta en la pared interna del tubo mientras escurre el liquido. 

2.- Se incuban loe tubos a 35ºC: se examina a las 24 horas y se observa si 

hay formaci6n de gas, desarrollo bacteriano (enturbiamiento) y/o vire 

del indicador, según el grupo microbiano que se esté investigando. 

3,- Despu6s de la primera lectura se prosigue a la incubación de los tubos 

por 24 horas más. La presencia de gas, desarrollo bacteriano y/o vire 

del indicador, según el caso, y despubs de 48 horas de incubaci6n, se 

hace positiva la prueba y re~ite los tubos a la prueba confirmatoria. 

PRUEBA CONFIR~ATOF.IA: 

I.- Se agitan suavemente loe tubos que resultar6n positivos; se resiembran 

2-3 asadas del contenido de cada uno a un tubo que contenga el medio de 

cultivo de la prueba confirmatoria, Al efectuar esta resiembra debe so2 

tenerse el tubo primario (prueba presuntiva) en un ángulo tal que se 

pueda tomar la asada evitando la pelicula que existiera en el medio. 

2.- Se incuban los tubos por 48 horas a 35ºc. Se considera la prueba posi

tiva si hay formaci6n de gas en cualquier cantidad, vire del indicador 
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y/o desarrollo bacteriano (enturbiamiento). 

3.- Conociendo el n6mero de tubos ¡:ositivos y negativos de cada diluc16n, 

se determina el n6mero más probable de organismos presentes en 1a mue.!! 

tra, tomando en cuan ta que el empleo de las tres primeras diluciones a 

partir de la diluc16n I :IO ( 3 tubos con I ml de la terc~~a dÚu'c:i6n, 3 

tubos con I ml de la segunda dilución y 3 tubos con I ~i.d,f la primera 

diluci6n) permite obtener a travh de los valores-de ~K {~j¡l~ correspo.!! 

diente directa111ente el n6mero de microorganismÓ~·~~~ gra~¿ Íi~ muestra. 
·_: :~..:--:. 

TABLA No. I 

NUMERO MAS PROBABLE DE ORGANISMOS 

Tubos inoculados: 3 con I ml diluci6n I:Io· o.r g muestra 

3 con I ml diluci6n I :IOO- O.OI g muestra 

3 con I ml dilución I :IOOO · o.oor g muestra 

Tubos Positivos NMP/g Tubos Positivos NMP/g 

3 3 3 3 3 3 
(O.I) (O.OI) (O.OOI) (O.I) (O.OI) (O.OOI) 

o o o 3.0 I o o 3.6 
o o I 3,0 I o I 7.2 
o o 2 6.0 I o 2 

o 3 I o 3 
o 
o 
o 
o 
o 
o 

o 
o 
o 
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Continua TABLA No. I 

Tubos Positivos NMP/g Tubos Positivos NMP/g 

3 3 3 
(O,I) ~O.OI) ~O.OOI) 

o 3 2 16.0 
o 3 3 19.0 

2 o 

3 3 
~O.I) ~O.OI) 

I 3 
I 3 

3 
~0.0012 

2 24.0 

3 

240.0 

460,0 

2 II00,0 

3+II00,0 
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TABLA No. 2 

JIUMERO MAS PROBABLE DE ORGANISMOS 

Tubos inoculados: 

No. Tubos positivos 

3 3 3 

3 con 10 ml de la muestra 

3 con l ml de la muestra 
3 con O.l ml de la muestra 

NMP/100 ml Limites de confianza (95%) 

Minimo Mbimo 
(IO ml) (1 al) (O.l ml) 

o o 
o l 
I o 
I o 
l I 
l l 
I 
2 

2· 

2 

2 

2 

2 

3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 

I 
o 
o 
I 
o 

3 

3 
4 
7 

64 
43 
75 

120 

93 
150 

210 

240 

460 
IIOO 

0.5 
0.5 
0,5 
I.O 

I.O -
3,0 

3.0 

I.O 
·. J.p 

?;O. 

.. 4.0 

10.0 

4,0 

?.O 

I5.0 
?.O 

14,0 

30,0 

15.0 
30,0 

35.0 
36;0 
71.0 

I50.0 

9 
13 
20 

21 

.23 
.36 
36 
36 

.· < 37< 

., •.• , ~4 
89 

- -;A 0~i1~20···· 
•... _ I,30 

... 380~ 
.:·'.··.210 
.... >ho 

·:38ó···· 



TECNICA DE FILTRACION A TRAVES DE 1".EMBRANA 

Esta técnica se utiliza principalmente cuando se quiere nulificer la a-

cción de conservadores y antibióticos (solubles en medio acuoso), al pasar 

la muestra a través de la membrana, sólo quedará en ella el contenido de 

microorganismos existentes, sin la acción bacteriostática o bactericida 

de las sustancias antes menci~nadae y que darían un resultado falso negati

vo. Acontinuación se describe el procedimiento para formas farmacéuticas 

sólidas y liquidas orales no estériles. 

PROCEDIMIENTO: 

I.- Transferir asépticamente ID gramos si la muestra es sólida, o bien IO 

ml en caso de ser productos líquidos a un frasco estéril adicionar 90 

ml de solución estéril de peptona al 1% y agitar por 5 minutos, la so

lución o suspensión de peptona obtenida corresponde a una dilución I :IO 

preparar de esta solución dos soluciones más con una concentración de 

I :IDO y otra de I :IOOO. 

2,- Mezclar y filtrar cada s~lución, por separado, por medio de un sistema 

de filtración con membrana de 0,45 micras previamente esterilizado. 

}.- Enjuagar los filtros con dos lavados de roo ml, cada uno, de solución de 

peptona al 1% estéril. 

4.- Sacar las membranas de los sistemas de filtración con pinzas estériles, 

cortarlas a la mitad cin tijeras estériles y colocar una mitad de ellas 

en una caja petri que contiene medio de agar de soya tripticase, la o

tra mitad de la me:trLuc colocarla en una caja petri que contiene medio 

de agar de dextrosa Sabouraud. 

5.- Incubar las cajas con medio agar de soya tripticase a 30-35°c durante 

48 horas al cabo de las cuales contar el n6mero de bacterias. Incubar 

las cajas con medio agar dextrosa Sabouraud a 20-25°c durante siete dias 

al termino de los cuales contar el n6mero de hongos se toma el valor m~ 

rtio y se multiplica por el factor de dilución. 
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B. 11DETERMINACION DEL TIPO DE MICROORGANISMO PATOGENO" 

Los microorga~ismos patógenos considerados en este manual, como anterior

mente se mencion6, por ser los que pueden encontrarse en las formas farma

c6uticas no estliriles son los siguientes: Salmonella, Escheric!·, ia coli, -

Staphylococcus aureus y Pseudomona aerueinosa, los procedimientos para la 

identificación de ellos a continuación se describen. 

IDEN'l'IFICACION DE SALMONELLA Y ESCHERICHIA COLI 

PROCEDIMIENTO: 

!.-Pesar IO gr8.lllOS si la muestra es sólida o medir IO ml si la muestra es 

liquida y depositarlos en 90 ml de caldo lactosado est6ril, esto es la 

mezcla A. 

2.-Incubar la mezcla A a 35°c durante 48 horas. 

3.-Para la ident1ficaci6n de Salmonella.-Despu6s de las 48 horas de incuba

ción medir I ml de la mezcla A y devositarlo en un tubo que contiene IO 

m1 de caldo tetrationato. Agregar otro ml de la aezcla A a otro tubo que 

contenga IO ml de medio selenita cistina. 

4,-Mezclar e incubar ambos tubos a 35°c por un periodo de 24 horas. 

5.-Despulis de este periodo de tiempo, se siembra con una asa de platino, de 

loa tubos con caldo tetrationato y medio selenita cistina a cajas petri 

que contienen a los siguientes medios de cultivo: 

2 cajas pe tri con agar verde brillante 

2 cajas pe tri con agar xilosa lisina deaoxicolato 
2 cajas pe tri con agar bismuto sulfito 

6.-Incubar lae cajas por un periodo de 24 a 48 horas a 35°c. 

?.-Las colonias obtenidas sospechosas se siembran en tubos. con agar hierro

tres az{icares por medio de picadura profunda. Incubar durante 21¡-l¡B horas. 

8.-Despu~s de este periodo observar los tubos; la formación de ácido (colo

raci6n amarilla) de la zona inoculada, con formaci6n de gas y ennegreci

miento pero sin mod1!icac16n de la superficie inclinada, es cara"c terist1 

ca del genero Salmonella. 
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CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DE SALMONELLA: 

En agar verde brillante 

En agsr xilosa lieina desox.!, 
cola to 

En agar bismuto sul:fito 

Son colonias pequeñas transparentes in
coloras u opacas de coloración rosada a 
blanca, en general rodeadas de una zona 
rosada a roja. 

Presentan colonias rojas con o sin cen
tro negro. 

Son colonias verdes o negras con brillo 
metUico. 

IDENTIFICACION DE ESCHERICHIA COL! 

PROCEDIMIENTO: 

I.-Despu6s de incubar la mezcla A (caldo lectosado más muestra) a 35°c dura!). 

te 48 horas se siembra por medio de estria con la ayuda de una asa de pl! 

tino sobre agar de Mac Conkey. 

2. -Incubar por 24 horas a 35°c. 

3.-0bservar ei hay desarrollo de colonias. 

4.-Las colonias de color rojo ladrillo eventualmente con zonas de precipita• 

do, son caracteristicae de los colibacilos. 

4,-Si el cuadro de colonias no ea claro, se transplanta sobre agar eosina 

azul de metileno y se incuba de 24 a 48 horas a 35ºc. 

5.-Las colonias de Escherichia coli se caracterizan por dar color negro 

azulado al trasluz y brillo metálico a la luz incidente. 

IDENTIFICACION DE ESTAFILOCOCOS Y PSEUDOMONAS 

PROCEDIMIENTO: 

I.-se pesan IO gramos de la muestra si es sólida o se miden ID ml de la mue~ 

tra si es liquida y se depositan en 90 ml de caldo de Soya tripticaee. 

2.-Incubar de 24-48 horas a 35ºc. 

3.-Transplantar sobre agar Vogel y Johnson medio selectivo para Staphyloco-

cos aureus.Transplantar tambihn sobre agar cetrimida medio selectivo ps-

ra Poeudomona aeruginosa. 
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4.-Incubar ambos medios durante un periodo de 24-48 horas a 35ºc, 

5.-Despu6s de la incubación observar si hay desarrollo bacteriano.En caso 

de haber desarrollo sobre el agar de Vogel y Johnson de coloniRs negras 

con zonas amarillas características de Staphylococcus aureus se aplica 

el ensayo de la coagulasa.En este ensayo se inoculan tubos que contienen 

0.5 ml de plasma sanguíneo de conejo. Incubar 24 horas a 37ºC.Reportar 

positiva la prueba si hay formación de coágulo, 

6 .-Si hay desarrollo de colonias verdosas fluorescentes ca;a~t~rí~Íiéas d~ 

Pseudomona aeruginosa sobre el agar de Cetrimida;.see~pJ.:ael{~risllyodt 
• • - -•-. A, •• ,f~-I'.0::.:::4.'.· .. ,:.' .-.•:,;:,'._·.··~-::; .-:,_( 

la oxidasa aplicando tiras de ensayo de papel de filtro;··' Estas •_tiras di! ,._ (' 
. ·. - : ... -_ '.~.>~- -- ~·~-- : ->·' ' .. ·· .; -

ensayo se impregnan, antes de su uso con solución de NiN;;_~imet11':'p-_feri! 

lendiamonio dicloruro. La aparición de un color rosadod~,p~~;~rkindiÜ1 ._ 

la presencia de Pseudomona aeruginosa. 
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FOR~!AS FARMACEUTICAS QUF. REC.UIEREN CC''.TROLF.S MICP.OBIOLOGICOS 

2a, PARTE 

FORMAS FAR~~ACEUTICAS ESTERILES 

Todo medicamento destinado para fines parenterales, por ejemplo: liofil,! 

zados, soluci.ones, suspensiones y soluciones de gran volumen deben cumplir 

_, !::·:·:)" 
2) No debe tener pir6genos, es decir, debe estar Übre de" ~ox~rlas bacteria-

,-,.,_-oo- .·- - \~~:Ú~,; __ ,_ 
nas. 

I) La estsrilizaci6n tiene como fin la destrucción o eiiminac16n completa 

de todos los gérmenes y sus formas resistentes, sin alterar la actividad t! 

rapéutica, de manera que después de haber terminado el tratamiento adecuado, 

ya no deben encontrarse ni microorganismos capaces de reproducirse ni espo-

ras en la solución. 

El método para obtener la esterilidad en una forma farmacéutica esta de-

terminado principalmente por su naturaleza. La preparaci6n de formas farma-

céuticaa estériles requiere un conocimiento intimo del equipo que se emplea 

y de la estabilidad del producto que se procesa, El proceso requiere una 

supervisión estricta del equipo y del procedimiento por personal bien entr! 

nado en idear y aplicar métodos para lograr la esterilidad, además de prue-

bas adecuadas de la eficacia de las técnicas usadas, 

Se deben de tomar en cuenta ciertas consideraciones previas al desarrollo 

de las pruebas de esterilidad, ya que éstas se deben realizar bajo condicio-

neo vsépticas para evitar la contaminaci6n con otros microorganismos. Dura!! 

te la prueba no deberán actuar agentes destructores de gérmenes sobre el -

material de ensayo como son: luz ultravioleta, aerosoles y agentes desin-
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fectantea. Seg6n el material a examinar el método de enoayo deberá elegir

se, para evitar una eventual accÚn inhibitoria de parte de dicho material 

y no obtener un crecimiento óp~imo de los microorganismos que estuvieren 

presentes, 

Las pruebas de esterilidad deberán realizarse en cuartos estériles espe

cialmente equipados para este propósito. Estas ~reas se deben de controlar 

periodicamente en el contenido de gérmenes del aire, aplicando el método 

de placae con agar. Si el contenido de gérmenes del aire de las áreas aobr~ 

pasa al permitido, las áreas deberán esterilizarse utilizando sustancias 

químicas germicidas, bacteriostáticas y bactericidas como por ejemplo¡yodo, 

formol, oxiclor, cloruro de benzalconio, etc., los restos de éstos desinfe~ 

tantes deberán eliminarse antes de iniciar el tr~bajo con ayuda de agentes 

de neutralización (por ejemplo¡amoniaco) o haciendo entrar aire filtrado 

bajo condiciones estériles, para mantener bajo el contenido de gérmenes en 

estas áreas conviene la irradiación con luz ultravioleta, además debe rea

lizarse por medio de un programa de sanitización una limpieza intensa del 

suelo, mesas, paredes y techos asi como de los utensilios de trabajo y apl! 

cación de soluciones desinfectantes como ya se indico. 

Antes de comenzar las pruebas de esterilidad, el personal que entra al 

área de pruebas debe lavarse las manos minuciosamente con jab6n y cepillo, 

secarse con ayuda de aire filtrado y posteriormente desinfectarse con al

cohol de 70-80% o bien con alcohol isopropilico. 

MUESTREO: Para loa productos que se esterilizan con vapor a presión en 

sus recipientes finales sellados, se muestrean para la prueba IO o más un! 

dades de cada carga del esterilizador. Es imperativo que estas muestras -

sean representativas de todas las capas de la carga, 
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Para otros productos contenidos en frascos ámpula se muestrea para la 

prueba un total de 20 unidades que sean representativas de cada lote. En 

el caso de productos llenados asépticamente, se seleccionan~as unidades a 

intervalos regulares durante cada operación de llenado, El Urmino. "opera'."' 

ción de llenado" se refiere a cualquier periodo curante el cu~l no haya 

cambio en las llenadoras o en el equipo, y que no sea mayor que un turno o 

dia de trabajo, 

APERTURA DE LOS RECIPIENTES: Se limpian las superficie;sf~xteriores de 

las ampolletas y los cierres de los frascos-hpula con un·. ag~nte:'.bacterici
da adecuado. Se abren las ampolletas con una lima esteril¡z~da';'\i.: el con te-

nido de los frascos-ámpula se ha envasado al vado, admitas.e. en ellos aire 

estéril por medio de equipo estéril adecuado, tal como una aguja estéril 

unida a una jeringa llena de algodón no absorbente también estéril. 

~EDIOS DE CULTIVO~ Los medios recomendados para la prueba de esterilidad 

son los siguientes:Medio fluido de Tioglicolato y Medio caldo de Soya trip-

ticase, el primero es para la inveotigación de microorganismos anaerobios, 

el segundo medio es para la investigación de microorffanismos mesofilicos -

aerobios, 

Antes de emplear los medios de cultivo deberán ser controlados en cuanto 

a su efectiva funcionalidad, siéndolos controles a realizar los siguientes: 

a) Control de ausencia de microorganismos, es decir, los medios de cultivo 

no inoculados deberán permanecer libres de 

en la incubación previa, en caso contrario 

ficicnte, 

b) Control del poder nutriente, es decir, los medios de cultivo· üloé.ulados 

deberán presentar, luego de incubados crecimiento microbiano 6ptimÓ. Para 

el control se emplea una cantidad de !.O ml de un cultivo que contiene a-
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proximadamente IOO cblulas y que tiene 24 horas de existencia de: 

MEDIO 

Fluido de Tioglicolato 

Caldo de Soya tripticase 

ORGANISMO DE PRUEBA 

I)Bacillus subtilis 

2)Cándida albicans 

3)Bacteroides vulgatus 

I)Bacillus subtilie 

2)Cándida albicens 

TEMP. INCUBACION 

30-35ºc 

2~~¿5ºc 
-:-~_.:'._· ,}<· 

""- ~~~:: ._ ·.-: 

La prueba se considera satisfactoria si dentro de los ·7 :a:í.'!l.s de incuba-

ci6n se observa crecimiento. En caso de que estos dos .c~h'·f~61:~-~.;resulten 
satisfactorios, el medio de cultivo podrá ser utilizado;-: ~ -

Bf.CTERIOSTASIS Y FUNGISTASIS.-Para determinar el nivel bacteriostático o 

fungistático de una sustancia o de un medicamento se inocula la' cantidad es-

pecificada de muestra en el volumen indicado de medio, de acuerdo con la 

siguiente tabla: 

VOLUMEN EN EL ENVASE VOLUMEN HillIMO VOLUMEN MINIMO 

DE LA MUESTRA DE MEDIO 

IO ml o menos I ml del con tenido I.5 ml 

De ro a .50 m1 .5 ml 40 ml 

Más de .50 ml IO ml 
ªº 

ml 

Se inocula la mezcla (medio de cultivo más muestra) y un medio de cult-

tivo como control con cultivos diluidos de bacterias u hongos que se sabe 

son sensibles al producto que se está probando y se incuba a 35ºc durante 

siete dias. Si el crecimiento obtenido es comparable en las muestras probl~ 

ma y control usar las cantidades especificadas en la tabla anterior para 

pruebas sucesivas. Si el crecimiento no es satisfactorio en el problema con 

relación al control, la muestra se considera bactericida o fungistática, -

por lo tanto, tendrá que usarse el pgente inactivante apropiado. Si no exi~ 

tiera tal inactivante, determinar la dilución apro,iada de la muestra util! • 

zando las cantidades especificadas y cnnt1dades mayores de medio de cultivo, 

en la cual el crecimiento del microorganismo no sea afectado, Esta tabla es 
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válida por a seleccionar la ali cuota reprasent11ti va de la muestra dependiendo 

de su volumen total y la cantida.d de.111edio que se debe emplear para la ino

culaci6n, con el fin de evitar ~,;~ ~x~esi va dilución del medio de cultivo 

· y por lo tanto de los nutr:!.ent;~·;;'()l!t~niéndoae así resultados negat:1 vos. 

. ,· ,-

Ea necesario considerar la presencia de aditivos o coadyuvantes que pue-

dan tener una acci6n inhibitoria sobre loa microorganismos y que requieren 

dilúci6n o inactivaci6n, la actividad inhibidora se puede eliminar agregan

do un inactivador apropiado. 

Inhibidores 

Penicilina 

Estreptomicina 

Compuestos de mercurio y 

otros metales pesa~os 

Sulfonamidas 

Compuestos de amonio cuater

nario. 

Compuestos de arsbnico 

Inactiva dores 

Penicilinasa,cloruro de hidro
xilamonio. 

Cisteina,cloruro de hidroxil

amonio, penicilinaaa. 

Compuestos con SH (tioglicola

to al o.5~,ciateina,glutati6n, 

dimercaptol). 

Acido p-aminobenzoico. 

Lecitina,Tween 80, liter 'poliÓ

xietill!nico. 

Tioglicolato (concentración su

perior al 0.5~),cisteína. 

La anulación del efecto inhibidor se comprueba mediante el ensayo para-

lelo sembrando en medios de cultivo conteniendo material de prueba y en me-

dios de cultivo sin material de prueba, una cantidad mínima de g6ru.enes se_!! 

aibles. La elección de cada g6r111en se orienta según el inhibidor. 

Inhibidorea 

Control general 

Penicilina 

Estreptomicina 

Compuestos de mercurio 

Sulfonamidas 

Compuestos de ars~nico 

Organismos de ensayo aerobios 

Staphylococcua aureus o E. coli 

Staphylococcus aureus 

Escherichia coli o B. subtilia 

Staphylococcus aureus o E. coli 

Eacherichia coli 

Staphylococcus aureua 
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METODOS PARA EFECTUAR LAS PRUEBAS DE ESTERILIDAD 

Existen 2 métodos para efectuar las pruebas de esterilid~d siéndo estos: 

El método Directo y el método de Filtración por membrana, la elección del 

método depende de la solubilidad en sistemas acuosos del producto. Cuando 

se tiene un producto insoluble se elige el primer método, 

METODO DIRECTO 

En el método directo se inoculan loa productos a los me.dios de. cultivo 

sin ning6n recurso o acción intermedia. Los medios sembrados _eri' medio flui~ 
- .: ·_., ·, -

do de Tioglicolato se incuban a 35°c y los de Soya triptic~seina ~e incuban 

a 20-25°c, 

Resiembras o subcultivos,- Ciertos productos enturbian el medio dificul·· 

tando la observación de cualquier desarrollo microbiano, por lo que es ne-

cesario hacer subcultivos de la siguiente manera; después de 3 a 5 días de 

incubación, transferir I ml de cada tubo a otros que contengan 20 ml de 

cada medio. 

Continuar la incubación de los tubos originales y de loe resembrados -

por un periodo de !4 dias, 

I!ITERPRETACillN DE LA PRUEBA.- El desarrollo microbiano se manifiesta por 

turbiedad en los medios de cultivo, si no hay evidencia de lo anterior el 

ensayo es negativo y por lo tanto el producto analizado, satisface las e~ 

pecificacionee de las pruebas de esterilidad. Si el ensayo es positivo, el 

análisis se repite con el doble de muestras probadas, 

METODO DE FILTRACION POR MEMBRANA 

La filtración a través de membrana de las muestras sometidas a pruebas 

de esterilidad es un método valioso, sin embargo, las manipulaciones adi-

cionales requeridas para esta variante pueden ser fuente de contaminación 
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extraña, por lo que es aconsejable la inclusión de controles pooitivos y 

negativos cada vez que se realiza la prueba. 

Como filtros de membrana la farmacopea nacional de los Estados Unidos de 

Norteam6rica edición XXI recomienda a aquellos con diámetro de porosidad 

0.45 micras, diámetro aproximado de 47 mm y que presenten una velocidad de 

flujo de 55 a 75 ml/min, bajo una presión de 70 cm de mercurio. El aparato 

de filtración armado se esteriliza en autoclave, o bien empleando gases de~ 

tructores de g6rmenes (óxido de etileno u óxido de propileno), o se puede 

armar bajo condiciones asbpticas las distintas partes una vez que se han 

esterilizado previamente. 

Tamaño de la muestra,- Muestra representativa para productos inyectables 

en frascos ámpulas o en ampolletas 20 unidades. 

PROCEDIMIENTO GENERAL 

!.-Previa desinfección de los frascos extraer el contenido de cada frasco 

o de cada ampolleta con jeringa o pipeta estéril y depositarla en un matraz 

con IOO ml de agua peptonada al I% esterilizada. 

2,-Recolectar el contenido de la muestra en el vaso del equipo y filtrar 

con ayuda de vacio. Lavar tres veces con volumenes de roo ml de agua pepto-

nada al I% esterilizada, 

3.-Una vez terminado lo anterior se desmonta el embudo de filtración y con 

ayuda de una pinza y tijeras estériles, se corta la membrana en 2 mitades. 

4.-Una mitad depositarla en un tubo que contiene medio fluido de Tioglicola

to e incubar a 30º-35°c por 7 d!as. 

5.-La otra mitad depositarla en otro tubo que contiene caldo de Soya tript! 

caseína e incubar a 20º-25°c por IO d!as. 

6.-Durante el periodo de incubación se observan diariamente los tubos para 

cerciorarse que no hay contaminación. 

7 .-Lectura final a los 7 y ro días .-No debe de haber desarrollo en los tubos 
de Tioglicolato ni en los de caldo de Soya tripticase!ria. 
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8.- En caso de existir desarrollo en cualqúi,era d~ los_ tubos, la prueba se 
. .-, 

considera positiva y habrá de repetirse con ~l doble.:de muestras probadas, 
• ,,.:-- -7- -;··:/.:·:. 

de los tubos contaminados hacer tinciones p~~a. d~termin~r ei tipo de cont~ 
- .,,;>' ., :'. •'. 

:~:a::ó:~ t6rmino de los ? dias y IO dias p~;iodode incubad6n no se obse:: 

va contam1naci6n, la muestra satisface los requerimientos para la prueba de 

esterilidad. 

Controles o testigos de la prueba 

Control de pipetas.- La primera pipeta que se saca de cada portapipetas, -

sirve de testigo de su esterilización introducHndola en medio de Tioglic,2 

lato, llevar este hasta 2./3 de su capacidad, expulsando nuevamente_ el liqu! 

do en el tubo, repetir la miSl!la operación con otra pipeta, pero ahora con 

el medio de Soya tripticaseina, los tubos se incuban junto con los 'tubo~ 
':_\> ~ 

de la prueba de ese dia. ; : · .. 

Control de operaci6n.-Esta prueba se hace con el fin de controlar Ía".tbcn! 

ca que ha seguido el operador y las condiciones del ambiente en qué se re~ 

liza, puede hacerse con viales que contengan medio de cultivo o con ampoll~ 

tas contenibndo agua est~ril, manejandose exactamente igual que si se tra

tara de un producto farmacéutico, 

Contaminación del ambiente.-Se exponen placas con medio de agar de Soya tri2 

ticaseina y placas con medio agar de dextrosa Sabouraud, para conocer el -

grado de contaminación que existe en el área donde se efcctfian las pruebas 

de esterilidad. La exposici6n de estas placas debe ser diariamente por 30 

minutos. 

Control de esterilizaci6n en autoclave.- Las autoclaves y esterilizadores 

grandes y mAs modernos vienen equipados generalmente con termómetros regi~ 

tradorea y controles automáticos completos. Propiamente instalado y usodo, 

este term6metro representa un indicador fiel del curso de la e6terf11Mci6n, 

indica el tiempo cuando una carea determinada he llegado a su temperatura de 
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esterilización, culinto tiempo ha permariecido en ella Y. cuánto tiempo tran_!! 

currió hasta poder descorgar el esterilizador. 

Por otra parte las autoclaves o esterilizadores normales o chicos no 11~ 

·van este dispositivo y todo lo que hace el operador es apagar el aparato 

despuh de haberse terminado el tieapo necesario de esterili zaci6n .El manó-

metro de presión no siempre es una garantía de que se haya esterilizado co-

rrectamEnte una carga, aunque el operador haya vigilado constantemente la 

presi6n. Y además, es imposible comprobar si el calor ha llegado a todos los 

puntos de la carga, a6n teni6ndose manómetros, registradores u otros equipos 

similares, 

Para controlar el trabajo efectivo de las autoclaVGJ3 de laboratorio, es 

decir, para rectificar si la temperatura de esterilización requerida ha si-

do correcta y que el vapor ha podido actuar realmente sobre todo el material 

expuesto se cuentan con "testigos de esterilización" como indicadores fisi-

cos,tiras indicadoras y bioindicadores que se colocan dentro del esterili-

zador, de preferencia repartidos en diferentes lugares. El punto menos calien 

te de un esterili:i.ador, por ejemplo, será el lugar por donde queda el escape 

del vapor. Otra posición seria en el centro del material a esterilizar. 

Las tiras o cintas indicadoras están hechas de papel grueso, impresos con 

ciertos colorantes como indicadores, los cuales cambian su color de acuerdo 

con el tiP.mpo, la temperatura ( o presión ) , la humedad re la ti va y en ausen

cia de aire.Si uno de estos !actores no está de acuerdo con las especifica-

cienes, se producen los siguientes resultados: 

20 minutos a roo ºe reacción ligera - tono beige 

20 minutos a IIO ºe reacci6n definida - tono cafli 
20 minutos a I20 ºe reacción intensa - tono negro 

Los bioindicadores se presentan en ampolletas que contienen suopensiones 

de esporas de Bacillus Stearothermophilus en un medio de cultivo selectivo, 

La población de esporas se ha estandarizado de suerte que las esporas sobr! 

viven cuando se someten a I2I 0 c en el autoclave durante 5 minutos, y mueren 
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cuando se someten a I2Iºc en el autoclave durante 15 minutos. Cuando la ex-

posición en autoclave a una temperatura más baja o durante menos tiempo, 

tendrá lugar el desarrollo, indicando una esterilización incompleta, .. el in

dicador utilizado en este medio es p(Jrpura de bromocreaol el c~~l'c~mbia por 

la producción de ácido durante el tiempo de esteril1zaci6n, de·'~Íi;pu~a a -

rial que va ha ser esterilizado. 

\~~: :" \ 
Despuh del tratamiento en autoclave, se incuban l~~ ~mÍíoÚ~~¡¡'s a_55ºc 

por 24-48 horas, si la esterilización fue completa,- ria se de·ú,C:t~ 'crecimie,!! 

to de Bacillus Stearothermophilus, permaneciéndo el color p(Jrpura del medio. 

Si la esterilización no fult completa el bacilo presenta crecimiento obser-

vándose el contenido de las ampolletas amarillo y turbio. 
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MEDIOS DE CULTIVO 

La calidad de los ensayos microb1ol6gicoe en el análisis de las formas 

farmachuticas, esta directamente relacionada con la idoneidad de los medios 

de cultivo, asi como de loe reactivos que se utilizan en el análisis, tanto 

de la materia prima como del producto terminado; podemos considerar que las 

mejores instalaciones y equipo disponibles, asi como la habilidad del micr~ 

bi6logo pierden su valor si la composición y preparación de los medios de 

cultivo y reactivos no corresponden a la requerida. 

La calidad indeseable de un medio de cultivo puede estar determinada por 

varios factores como son: error en el peso o medición de los ingredientes, 

uso de medios de cultivo preparados varios dias antes de ser utilizados, lo 

cual ocasiona p~rdida de agua, concentración de los ingredientes o bien pue

den tambi~n presentarse degradaciones, oxidaciones o reducciones de los mi_!! 

mos. 

La deficiencia en el ajuste de pH, la presencia de sustancias inhibito

rias en concentraciones inadecuadas, el exceso de humedad en la superficie 

de los medios s6lidos, el sobrecalentamiento de los medios durante su pre

paración y/o esterilización, el uso de medios de cultivo deshidratados vie

jos, las temperaturas y/o periodos de esterilizaci6n inadecuados, constitu

yen factores importantes que debemos de tomar muy encuenta porque van a in

fluir en la calidad de los medios de cultivo. 

Los medios de cultivo utilizados en el análisis de las formas farmachu

ticas son de varios tipos: 

I) De Preenriquecimiento 

2) Enriouecimiento 

3) Simples 
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4) Enriquecidos 

5) Selectivos y diferenciales 

6) Indicadores 

·MEDIOS DE PREENRIQUECIMIENTO .-El uso de l!stos, tienen como objetivo reac-

tivar y permitir la multiplicaci6n de microorganismos presentes en productos 

que han sido sometidos a proceso que de alguna manera afectan liri"'•viabilidad 

.··¡.':.(·'. de los mismos. 

La preparaci6n de ~stos medios es sencilla, como ejemptB~:·t~~í{~~~s :Caldo 

lsctoaado, agua peptonada ambos de gran utilidád en \la'i'.n~e~ti~~~iK~ de en

terobacterias pat6genss. 

MEDIOS DE ENRIQUECIMIENTO.-Su empleo favorece la multiplicaci6n de un grupo 

g~nero o especie en particular de mi~roorganismos, Estos medios están ad1c12 

nades de sustancias bacteriostáticas a concentraciones tales que no afectan 

al microorganismo que interesa, pero que a su vez inhiben el grupo o micro-

organismo indeseable, ejemplo de ellos es caldo Selenita y caldo Tetrationa

to de gran utilidad en la b6squeda de Salmonella, el caldo de soya con clo

ruro de sodio a alta concentración ea de gran importancia en la inveatigaci6n 

de Staphylococcus aureus. 
/ 

MEDIOS DE CULTIVO SIMPLES.- Se usan para el aislamiento, coneervac16n y de

terminaci6n del número de organismos mesofilicos aerobios, ':éj·~~~io; caldo 

nutritivo, 

MEDIOS ENRI~UECIIXlS.- Su preparación requiere el uso de medios simples como 

base, más la adición de uno o varios componentes ricos en nutrientes, tales 

como la sangre, leche, extractos de vegetales, etc., por ejemplo;la gelosa 

sangre, 

____ , __ _ 
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ME!;:OS .CF. Ct:LTIVO SF'LEC'~IVOS Y DIF.Ef'ENCIALES.- Estos medios son sólidos y 

permiten la obtención ·de.calorías de algunos microorganismos que presentan 

un aspecto csracteristico'(~fecl~ diferencial) y que tienen además la capa

' cidad de inhibiréerec·~6;sH~cÚvo) la flora asociada no deseada, por eje!!! 

plo ;agar eosin'a az¿l· cíe)~tt
0

i,a'no', agar Salmon ella Shigella (SS~> o agar xe-
~-,_;'o-./-·:.·_-, .• _.,_. .. _ -

losa lisina, agár' sulfito'::bfsínuto 6til en el aislamiento de Salmonella. 

Y.EDIOS DE Cu10•iio\irtoi~~~t~tu P<,•'8r4d6n Muy• °'· mOdfo >••• siopl• 
~··, ·~~:Ó .-• • • /i.,.~.: ',: 1:J•;v,'.• 

o enriquecido'/ ad.:[~~o~:~cio; de alguna sustancia o sistema que permita poner 

de manifiesto.i.i'n". cÍllllb':i.~ ri.18 generación de alguna o varias: su.0 tancias ca

racteristi~ao·t; .la fisiolo¡;ia del microorganismo, por ejemplo;caldo lacto

BRdo para determinar si el rr.icroorganismo de prueba fermenta o no el az6car, 

medio de Kligler que ~:-ermi te demostrar si el crecill'.i•mto produce H2s y si 

fen.er.ta la !Slucosa y/o la lactosa, medio de sn: para determinar producción 

de H2s, Indcl, etc. 

APLICACIONES Y PP.OPIEDADES DE LOS MEDIOS DE CULTIVO: 

Agar y caldo de Soya trinticaseina.-Estos medios de cultivo son medios uni

versales,libres de inhibidores e indicador y previstos para un amplio espe.E_ 

tro de aplicaciones, bajo condiciones an~erobias se pueden desarrollar mi-

croorganismos obligada o facultativamente anaerobios así como microaer6fi-

los. El caldo de Soya tripticas~ina se emplea en las pruebas de esterilidad, 

el agar de Soya trj.¡:tJClflBP.Ína se emplea en la determinación del número de 

microorganismos','' 
.·:.:".;)~·>~·\ .-· .. , 

Agar de dextros~ S~botiraud.-Es empleado' pa;a''afs~~r· e' ici~~tÚ"icar hongos -

patógenos de la plel y enl.a dete~mhadó~'d81 n6m!!ro;d~"!iiÍcroorganisn:os 
(limite microbiano de hong6s)~.: 
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Medio fluido de Tiodicolato,-Este medio de cultivo se111is6lido quo se em-

plea en capa vertical o columna, sirve para aislar microorganismos anaero-

bioa obligados y facultativos asi como microaer6filos. Debido a su composl 

ci6n en sustancias nutritivas altamente reductoras, el tioglicolato y la 

cistina, el medio reci6n preparado nosee una anaerobiosia suficiente para 

anaerobios exigentes, Una elevación eventual del contenido de oxigeno se 

indica por el viraje del indicador redox resazurina s6dica a rojo, 

Para mantener el medio anaerobio, luego de inocular con el materjal en --
examen, durante una incubaci6n prolongada, la superficie .del medio· se pue-

de cubrir con una capa de aproximadar.iente r i::r. de es¡:esor de parafina es

terilizeda o agar nutritivo, el medio fluido' de<~iogll~ólato ¡¡e' emplea en 
' ,'• ·-·':;;;-', - - ,· .. ,- '' 

las pruebas de esterilidad y puede usarse tamll:Í.~n".pa~¡¡ el:cuiti vo de anae-

~obios pstOgenoe en el diagnóstico 

Co11qiosici6n 

Peptona de caseína 

L (+)-Cisteina 

D (.¡..)-Glucosa 

Extracto de levadura 

Tioglicolato de sodio 

Cloruro de sodio 

·.~·:;, '· 

. . . 
e g/litro;>. . 

.· )i5.b· •: 

' .. };~)· :"· 
'·~·" ·,' . •5¡() 

0¡5 ;,: 
2;'51.c.i;,·,c_; .. ·~ 

;.····· 
Resazurina de sodio Ó,OOI 

Agar-agar ,ó:?_5 ,, 
Es de mencionarse que el almacenamiento del medio de culti~:o, a·'~~~perat.!:! 

<;\~ <¡ >:.: 

ra a:nbiente y en la oscuridad aumenta su estabilidad, el ~edi~'.'#oLpuede e.m 

plearse ya cuando ~ás del terc:o superior de 

ha ccloreado de rojo, Si la coloraci6n puede vez 

hes ta ebulli ci6n el medio ¡:;uede seguirse usando. 

mes 'J para comµrobaci6n de la degradaci6n de la lactoa~ poi las'b~cterias, 
.... ,.-..' J - , 

la ice::tificaci6n se basa en la formación de ~ases dura~.te; la degradación 

de la lactosa. En el caldo lactosado ae coloca un tubo de Durham (puede -
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usarse tambi6n una ampolleta abierta invertida), en el cual se captura el 

gas desprendido en forma de una burbuja. 

Medio de cultivo de enriquecimiento tetrationato (basef • .:.ú;~e; para el en

riquecimiento selectivo de las especies de Salmonella en ·el ;<~~~ínen de pre

parados farmac6uticos o de materias primas utilizadas en la ·elab·o~ación de 

6stos. 

Todas las bacterias reductoras de tetrationato, como por ejemplo Salmo-

nella, pueden desarrollarse bien en este medio, mientras que son inhibidos 

por la presencia de verde brillante todos los g6rmenes grampositivos, Y por 

la presencia de las sales biliares son inhibidos todos los microorganismos 

que no viven en el intestino.El tetrationato se obtiene durante su prepara

ción, ya que se forma por oxidación del tiosulfato de sodio presente por el 

agregado posterior de yodo¡ como los tetrationatos son muy sensibles al ca

lor y se descomponen con facilidad en ácido sulfúrico, ácido sulfuroso y a

zufre, este m6todo tiene la ventaja de que el medio de cultivo se puede es-

terilizar al calor antes de agregarle la solución de yodo. Luego deberá ev! 

tarse todo calentamiento. Los productos de descomposición del tetrationato 

que pueden formarse eventualmente, se neutralizan con el carbonato de cal-

cio presente. 

Composición 

Peptona de caseína 
Peptona de carne 

Mezcla de sales biliares 

Carbonato de calcio 

Tiosulfato de sodio 

(g/li tro) 

2.5 
2.5 
I,O 

ro.o 
,30.0. 

Una vez esterilizado y frio se agregan 20 ml de una .solución· de.yodo-yo

durado de potasio y IO ml de una soluci6n al O.I% de verde brillan.te y se 

mezcla agitando. 
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Preparación de la solución de yodo-yoduro de potasio: 

Yodo 6 g 

Yoduro de Potasio 
Agua destilada 

5 g 

20 ml 

Medio de cultivo de enriquecimiento selenito-cistina.- El selenita conteni

do en el medio de cultivo inhibe el crec1miento de las bacterias colifor-

mes y de los enterococos en las primeras I2 horas de incubación; despu&s 

la acción inhibidora decrece paulatinamente en cambio pueden crecer sin 

interferencias Salmonella, Shigella, Proteue y Pyocyaneus. 

Composición (g/litro) 

Peptona de caseina 5.0 
L (-) - Cistina o.or 
D (+) - Lactosa 4,0 
Fosfato de sodio di básico IO.O 
Selenito de sodio 4,0 

Agar verde brillante.- Este medio de cultivo esta previsto para ensayos p~ 

ralelos con otros medios de cultivo select1vos menos inhibidores, como el 

agar xilosa lisina desoxicolato y el agar bismuto sulfito, para aislar las 

especies de Salmonella en materias primas que se emplean en la elaboración 

de preparados farmacéuticos. 

El medio de cultivo, presente, contiene como cuerpo de reacción lactosa 

y sacarosa, cuya degradación a ácidos se indica mediante el indicador de pH 

rojo de fenol. Como inhibidor selectivo, sirve una concentración elevada de 

verde brillante, que inhibe en alto grado todos los microorganismos grampo-

si ti vos. 
Con:posici6n 

Peptona de caseína 
Peptona de carne, péptica 
Extracto de levadura 
D (+)- Lactosa 
D <+>- Sacarosa 
Cloruro de sodio 
Rojo de fenol 
Verde brillante 
Agar-agar 

( g/li tro) 

5.0 
5.0 
3.0 

ro.o 
IO.O 
5.0 
0.08 
0.0125 

13.0 
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Agar-xilosa-lisina-desoxicolato.- Este medio selectivo ee emplea para aislar 

bacterias enteropat6genae, como Shigella y Salmonella. 

El agar xilosa lisina deeoxicolato permite re1.1l1zar. las ~:i:e;Jre~tes r'eac.,. 
----, 

ci2nes de diferenciaci6n¡ ia degradaci6n de los azficares xilcisa,Y.l.ac~tªª;y: 

sacarosa a licido, se indica con ayuda del indicador de pH rojéJ ··d~{r~ll~l.,' me

diante el cambio del color original a amarillo, el tiosulra.~i,'·;;~·~{~~;·~lo~(¡·, -
cuerpo de reacci6n, y la sal de hierro (III) como indicador ~e 1 1a"rorínaci6n 

de sulfuro de hidrógeno, la cual se hace visible por la pf~§~~it~'ci6n de -

sulfuro de hierro negro en las colonias, Las bacterias capaces:dé descarbo

xilar la 11 sin a a la amina cadaverins se reconocen por la ·~'pa;~ci6n de un 

color rojo pfirpura en torno de las colonias a corisecue·nc.1a 'de un áumento del 

pH. 

Composici6n (g/litro) 

3.5 
5,0 

D (+)-Xilosa 

L (..-)-Lisina 

D (+)-Lactosa 
D (.¡..)-Sacarosa 

Cloruro de sodio 

Extracto de levadura 

Desoxicolato de sodio 

Tiosulfato de sodio 

Citrato de amonio y hierro ( III L 
Rojo de fenol 

Agar-agar 

7~.5 
. 7~5 

; 5.0 
3;0 •, 

. 2Ú 

. 6~8.' 

Lo~ú 

. º~ºª· 
I3,5 

Agar bismuto sulfito.-Este medio de cultivo selectivo sirve principal-

mente para aislar e identificar bacterias de tifus en heces, aguas residu~ 

les, alimentos y otros, la mayoria de las demlis Salmonelas pueden tambibn 

ser reconocidas utilizando este medio de cultivo. 

La acci6n selectiva del medio se debe al elevado porcentaje de verde br_! 

llante, el cual inhibe el crecimiento de toda la flora acompañante grampo

si tiva, así como de Proteus y de las bacterias coliformes. 

La capacidad de diferenciación se basa en el siguiente mecanismo; el 
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contenido de sales de hierro y bismuto del medio de cultivo permite la 

identificación de los microorganismos que forman sulfuro de hidrógeno, de-

bido al ennegrecimiento producido por la precipitación de sulfuro, la di-

ferenciación de los formadores de sulfuro asi reconocidos, es posible por 

la variedad de sus sulfuros. Mientras que un grupo de Salmonella precipi-

ta una mezcla amorfa de sulfuro de hierro y de bismuto, el otro da un pre-

cinitado de sulfuro de bismuto cristalizado de brillo metálico, 

Composición 
Extracto de carne 

Peptona 

D C+)-Glucosa 
Sulfato de hierro (II) 

Fosfato de sodio dibásico 

Verde brillante 

Indicador bismuto-sulfito 

Agar-agar 

( g/11 tro) 

5,0 
IO.O 
5,0 
0,3 

.4.0' 
0~025 
a.o 

15.0 

Nota: El medio de cultivo opaco deberá poseer une coloración pálida a ver

dosa, si presenta coloración parda el medio no debe ser utilizado, 

Agar hierro tres az~cares.-Este medio fuá pror.uesto para diferenciar bac

terias intestinales gramnegativas, teniándo en cuenta la facultad de las 

mismas de degradar la glucosa, lactosa y sacarosa a ácido o a ácido y gas, 

formar.do el sulfuro de hidrógeno, 

La degradación de azúcar con formación de ácido se indica por el cambio 

del indicador rojo de fenol de anaranjado a amarillo, una alcalinización 

por viraje a rojo intenso. Algunos microorganismos reducen tiosulfato a -

sulfuro de hidrógeno, el cual reacciona con la sal de hierro (III) formando 

sulfuro de hierro negro. La degradación de glucosa a ácido es anaerobia y 

conduce a lo largo del canal de picadura a un viraje de color del indicador 

de rojo a amarillo (Salmonella y Shigella). La lactosa y la sacarosa, en 

cambio, se degradan bajo condiciones aerobias, es decir sobre la superficie 

inclinada lo que produce sobre la misma una coloración amarilla. Si se de-
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gradan glucosa y lactosa, o glucosa y sacarosa, tanto la picadura como la 

superficie inclinada presentan un cambio de color a amarillo (Escherichia 

y Aerobacter). La formaci6n de huecos y grietas en el medio de cultivo in-

dica que se ha formado gas durante la degradaci6n de azúcar. 

Composici6n 

Extracto de carne 

Extracto de levadura 

Peptona de caseína 

D (+)-Lactosa 
Peptona de carne 

D (+)-Sacarosa 

D Ct)-Glucosa 
Citrato de amonio y hierro (III) 

Cloruro de sodio 

Tiosulfato de sodio 

Rojo de fenol 

Agar-agar 

( g/litro) 

3.0 
3.0 

r5.0 
ro.o 
5.0 

IO.O 

I.O 

0.5 
5,0 
0.5 
0.024 

r2,0 

Nota:El color del medio para su empleo es rojo anaranjado, 

Agar de Mac Conkey.- El agar selectivo según Mac Conkey sirve para aislar 

y diferenciar Salmonella y Shigella como tambi~n bacterias coliformes en 

heces, orina y otro material de exa11en. 

La degradaci6n de lactosa a ácido se indica por el cambio del indicador 

rojo neutro a rojo oscuro. Debido al contenido del medio de cultivo de ea-

les biliares, se seleccionan las bacterias intestinales, mientras que la 

flora restante grampositiva se ve inhibida en su crecimiento por el cris-

tal violeta. 

Composici6n 
Peptona de caseína 
Peptona de carne 
D (+)-Lactosa 
Mezcla de salee biliares 
Cloruro de sodio 
Rojo neutro 
Cristal violeta 
Agar-agar 

( g/11 tro) 
17.0 
3.0 

ro.o 
I.5 
5,0 
0.03 
0.001 

13.5 
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Agar eosina azúl de metileno,- El agar selectivo recomendado originariame~ 

te por Levine (r918) sirve para el aislamiento y la diferenciación de Es

cherichia coli y Enterobacter (Aerobacter) aerogenes, para la identifica

ción rápida de Cándida albicans, y para la identificación de los estafiloc~ 

coa coagulaea positivos. Todos los microorganismos grampositivoe son inhi-

bidos por el contenido de colorantes. Según Weld (r952), agregando alagar 

eosina azúl de metileno agar hidrocloruro de clorotetraciclina, que inhibe 

toda la flora bacteriana, ee puede utilizar el medio para una identifica-

ci6n rápida de Cándida albicans en materil de examen clínico. La identifi-

caci6n se puede realizar en heces, secrecionesorales o vaginales, uftas o 

raspado de piel, incubando a 3?ºc en una atmósfera de bi6xido de carbono 

dentro de las 21¡ a 48 horas. Vogel y Ho ees 095?) han publicado resultados 

satisfactorios de la identificación de Cándida albicane en esputo, 

Composición 

Pe~tona de carne, péptica 

D (+)-Lactosa 

Fosfato de potasio d1blisico (anhidro) 

Eosina amarilla 

Azúl de metileno 

Agar-agar 

(g/litro) 

ro.o 
ro.o 

2.0 

0.4 
0,06? 

I3.5 

Para desarrollar cándida albicans se agregan después de esterilizar y 

enfriar a 60°c aproximadamente roo mg de hidrocloruro de clorotetracicli-

na y se mezcla en forma homogénea, formandose una coloración azúl intensa. 

Luego se vierte en placas de petri esterilizadas, se incuban de r a 2 dias 

a 37ºc para obtener un desarrollo primario de Cándida albicans en un reci-

piente con r0% de bióxido de carbono. 

Evaluacion: Colonias 

2-3 mm de diámetro,confluentes,brillo 

metálico verdoso a la luz reflejada, 

centro oscuro a negro a la luz tran! 

mitida, 

Especies 

Escherichia coli 
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Evaluación : Colonias 

4-6 mm de diámetro,confluentes,centro 

pardo grisáceo a la luz transmitida, 
sin brillo metálico. 

Forma de telarafia o de pluma 

Semejantes a levaduras, redondas, lisas 

Especies 

Enterobacter (Aero

bacter) aerogenes. 

Cándida albicans 

Otros tipos de Cán
dida, 

Agar selectivo para estafilococos Vogel-Johnson.-Este agr selectivo es un 

medio de cultivo para la identificación precoz de estafilococos manita po-

sitivos, puesto que la capacidad de coagulación del plasma aparece casi -

siempre simultáneamente con la capacidad de fermentación de la manita,de-

bido a esta 6ltima pueden aislarse los estafilococos pat6genos. Los esta-

filococos se pueden seleccionar a6n en material fuertemente contaminado -

gracias a dos propiedades especificas; su tolerancia frente a concentracio-

nes elevadas de cloruro de sodio y su poca sensibilidad frente a los agen-

tes bacteri6staticos como son cloruro de litio y telurito, este ~ltimo es 

reducido por algunos estafilococos a telurito metálico, lo que conduce a 

un ennegrecimiento de las colonias. 

El medio de cultivo se aplica par~·examenes bacteriológicos en gran es-

cala de formas farmac~uticaa, alimentos, aire, polvo, esputo, frotis de -

garganta y sil!lilares ya que ea altamente especifico, los microorganismos 

acompañantes indeseables son inhibidos prácticamente por completo en su d! 

sarrollo mediante el telurito y el cloruro de litio, mientras que una esca-

sa inhibici6n eventual de los estafilococos se compensa por el alto conte-

nido de glicocola. 

Como cuerpo de reacción para la diferenciación, el medio contiene manita, 

la cual puede ser degradada a ácido por algunos setafilocócos, este se com-

prueba mediante el indicador rojo de fenol que vira s amarillo formando una 

aureola alrededor de las colonias, otra característica ea la reducci6n de 

telurito mencionada anteriormente. 

Antes de utilizarlo se Reregan, agitando, al medio de cultivo licuado y 
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enfriado a 50°c, 20 ml de una solución de telurito de potasio al 1%, es

terilizada previamente, Luego se vierte el medio en placas petri esteri-

li:tadaa. 

Co111posici6n 

Peptona de caee1na 
Extracto de levadura 

D C+)-Mani ta 
Fosfato de potasio dib!sico 

Cloruro de litio 

Olicocola 

Rojo de tenol 

Agar-agar 

(g/litro} 
IO,O 

5.0 
IO,O 

5,0 

5,0 

10.0 

0.025 
13,0 

,Agar selectivo para Pseudomonae-Agar Cetrimida.- El agar selectivo para 

Pseudomonaa estA previsto para aislar e identificar Pseudomonas aerugin~ 

sas (pseudomonas pyocyanea) en diversos procesos patol6g1cos, como heridas 

de quemaduras, infecciones postoperatorias, septicemias, infecciones de -

las v1as urinarias, infecciones por •Ordeduras, y otros, 

El empleo del compuesto de amonio cuaternario bromuro de cetiltrimetil

amonio como agente eelectivo, sirve para la inhibición de nicroorganiSll08 

que no son id6nticos a Pseudomona aeruginosa. 

i.omposici6n 

Peptona de gelatina 

Cloruro de magnesio 
Sulfato de potasio 

Bromuro de N-cetil-N ,lf ,N-tri111etila11onio 

Agar-agar 

(g/litro) 

20.0 

I.4 
IO.O 

0.5 
13,6 

Se a&regan IO al de glicerina al medio antes de su esterilizaci6n. 

Soluc16n Reguladora de Fosfato pH 7.2: 

Preparac16n de la eoluci6n Stock.- Se disuelven 34 g de fosfato de potasio 

monob!sico en un matraz de 1000 ml con 500 ml de agua destilada, ajustar 

el pH a 7.2~ O.l con la adici6n de Hidr6xido de Sodio S.R. (aproximada-
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mente I?5 ml), agregar agua hasta el volumen y mezclar, esterilizar y -

guardar en el refrigerador. 

Preparaci6n de la soluei6n a emplear.- Diluir la soluci6n Stock con agua 

destilada a raz6n de 1:800 y esterilizar. 



VI 

e o N e L u s I o N E s 
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CONCLUSIONES 

I) El control Microbiológico nos va a comprobar la calidad de Producción 

y garantizar ésta al consumidor, en cuanto a la no contaminación por 

oreanismos vivos en formas farrr.acéuticas esthriles y en cuanto a una 

contamineci6n mínima permitible de microorganismos no po.t6genos en 

formas farmacéuticas no estériles, 

2) Una 6ptima calidad de producción·nos indicará que se ha supervisado 

y controlado debidamente las posibles fuentes de contaminación en la 

manufactura de formas farmacéuticas como son materias primas, medio 

ambiente, áreas de trabajo, equipo y personal. 

3) Cada posible fuente de contaminaci6n debe cumplir con un programa 

de control microbiológico para conocer el riesgo de contaminación 

hacia la forma farmacéutica. 

4) La realización de manuales teóricos prácticos permitirán: 

a)Implementar y Terificar el cumplimiento de ellos en las rutinas de 

trabajo minimizando fallas y errores. 

b)Inducc16n y adiestramiento al personal nuevo. 

c)Aumentar la concientización del personal indicándoles¡lo que deben 

hacer y como deben hacerlo. 

d)Facilitar la supervisi6n del trabajo. 

e)Ayudar a la coordinación del trabajo y evitar duplicaciones. 

!)Revisar y mejorar los sistemas, procedimientos y métodos para actua-

lizarlos. 

g)Rcducir costos al aumentar la eficiencia y responsabilidades de -

todo el personal. 
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5) La aplicación práctica del presente trabajo en otras compañías, es 
-. _,·.-.-

válida adptando htos conceptos ,Y .conoc:l.~:lent,os ,Ucnicps a las nece-

sidades y medios con que cuenten para~reaÚ~ar éll. tra~a.10; 
':::)\~ .. ,!',~': ~;'\ '<---.~~-.--:,¡:!. /¡}~:-:_:~-,> 

.· ,_~: ,·:::/,:'.:~i;ü/r~'.i: :'~>.': :··.': ,,s.-·~~-

6) El buen funcionamiento de un manual d~p~ri'clérá de\~:· ~Ü'~~~raci6n de 

todas y cada una de las personas :que ·téng~~:~;i:cÍ¿n ccin 61; 
;...... ,- ·::.:·/· ·;: 



VII 

B I B L I O G. R A F I A 
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