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I N T R o D u e e I o N 

El egresado de la Facultad de Química que ingresa a la indu~ 

tria farmacGutica, cuando reci€n ha salido de la Facultad, -

se encuentra muy a menudo confundido ante el nuevo panorama 

que se le presenta, al tener que aplic~r todos los conoci- -

mientas adquiridos durante sus años de estudio dentro del -­

marco de una empresa orientada a la productividad, las utili 

dades y que ademJd por tratarse d~ una in<lusLria farmac¡uti­

ca, est~ orientada también a la calidad. 

El nuevo profesionista tiene dos opciones en la industria -­

farmacéutica: ingresar a una compañía transnacional o bien. 

ingresar a una compañía nacional. 

En el primer caso se encontrará ante un mar de información, 

de lineamientos y de ru~todos de control desarrollados ~n - -

otros países; que es necesario cumplir en dicha empresa pre­

cisamente por tratarse de una filial de una compañía extran­

jera, el proceso de aprendizaje de la filosofía y metodolo-­

gía farmacéutica le tomar€ al nuevo profesionista de uno a -

dos afies y dominar 11n ~rea específica le llevarf de tres a -

cinco afios. En el segundo caso encontrür&, 1nuy probablemen-

te, s61o los requerimientos ui!nimos pa7a manufacturar produ~ 



tos farm~c~uticos, lo~ cull~s s0n cxigi1!os por las autorida­

des sanitari3~; 1·u~~ ~n ~!Gxi~0 ~011 ~scas0s los l.1t•orator1os 

nacionales c;ue ..:u..:-:it.J.n C•.lO 1~1 :.nlrat.'strl1,·tura ncce:;.tri,1 para 

llevar "l c.ibc inve;:;ti¡]..icion.:?s lüs av.:incl'.'..s ti:cnolC:~:ic-us qu:::_ 

dan ent~111cl's :•Upt~ditad0s a la cap.J.l.!idad cconOruica de i:t t•m--

pres a. 

Ese~ trabajo e&t~ dirigido d ilnibos ca~o~, co11 la f inalid~J -

de esta~lecer la conexi6n entre Los conocimientos te6ricos 

y 1 a p a r t • r r;:;: et i e a trata ti d ,, (; ·~ e P r r ar 1.J b r ;:·eh a e 11 t r <· la - -

univcl.·sid.i<l la industria. 

El objetivo de este manual de prácticas es tratar ,Jp d.ir un;1 

imagen real de lo que la microbiología farmaccGtica es en la 

industria y por ello se esco~icrcn los an5lisis n1icrobioJ6gi 

ces mis conunm~nce efectuados en Cilsi todas las ~1::rr~sas. 

~lfis que un manual para el alu:nno, se !1a intendado ofrecer 

una guía µara el profesor, sobre la cual apoyarse. 

El profesor er. base a su experiencia acerca de los recursos 

disponibles d~~tro de los lab0ratorios de esta facultad po-­

drá usar este trabajo en la elaboración de las prácticas de 

microbiología farmacéutica y en esa forma esta tesis será -­

de utilidad a las generacione~ futuras de estudiantes cuyos 

intereses estén orientados a Ja farmacia. 
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PROGRA:1A DE l'RACTICAS 

NOMBRE 

Cuenta ToC3l de microorganismos aerobios 

materia prima. 

Pru~bas microbiol6~jcas para an51isis de 

agua y determinaci6n de biucarga en produc-­

tos farmacéuticos. 

Pr\1ebos microbiol5~~icas p~ra an5lisis de 

aire. 

nctern1inaci6n de la potencia de un ancibi6ti 

e o • :.¡~ L utl o tu r b i Ji m é t :r :i e ,1 • 

Dl·tcrminaci6n de la potencia de un a11tibi6--

ti e.o. ~6todo 1lc dift1si5n en placa. 

Prueba de esterilidad e11 inyectables. ~~to­

do tic filtraci6n sobre ccmbra11a. 

lleter11,i11aci~t1 de pir~gcnos. P~uch3 USP en -

ca11 cj o 

Dcterminaci6n de cndotoxirias bacterianas. 

Prueba del lisado de amcbocitos de I.i1nulus. 



PR1\CT IC.\ .11 1 

Cl.1ENT1\ Ti'r . .-~L ti!:: :·tiC~'.Ul)RGAXlS:-lOS ,¡EROHlOS EN MATERIA PHl:-tA. 

Estv ~ll~~~11 sirve para determinar si las materias ¡¡rimas p3-

ra uso fai·:~nc(utico poseen la calidad microbiol6gica adecua-

da. 

Los prG~0dimicnt0s descritos ~n ~i;t~ ¡1rSctica, permiten cuan 

tificar 10s microor~anismos presentes en ellas. 

sin lugar a di1da~. la calidad J~ u:1 p~aducto depende en gran 

medida du las materias primas empleadas en su elaboraci&n; -

en este se~tido, una de las tareas d(~t prof~sionista químico 

qut? :H" desc~:'•.f°;a .::i: 1.:i industria f1rmaceútica, consiste en -

an~lizar die!: .. ; :;1~t0ri~~ pri~ns, p~ra estnblaccr si c11mplen 

con las cJracc~rrs~i·:as 6ptimas, en cuanto a sus p1·,1piedades 

físi~as, qu!micas y microbio16gicas. 

L6gicamenc~. la naturaleza y vía cie admi11istraci6n (!el pro-­

dueto determinan ];1:-; .·11.i.l idadt?S qn._~ (h•bl'.n e:xhibjr las mat1·-­

rias primas; do..~sdP. e! runto de vist.1. míct·ohj11lógicn, por lo 



microbianas y que ~1 nGn1~r1> de hongos y bacterias aerohias -

no rrbase los límit~s fij:tdos para ella~. Sin c:íl!>~rgo. ctia~ 

do estSt1 dcstír1adu~ p.1ra la falirícaci6n ~s~ptica de prepara­

dos est~riles. las matvrias prima~. debcr6r1 estar exentas de 

c11alqt1ier germen. 

Estn pr~ctica, d0~crihc m~todtis que son usados 0n la indt1s-­

tria par;i ul contr0l de matcriat; µrimas no 0St~riles. La a~ 

plit11d y l;1 frecucnc ia de los ensayos ~~ ad~ptar1 a los ríes-

itns re~] es que surg0n en lR pr5ctica. Factores decisivos 11~· 

ra la aprcciRci6n de estos riesgos so11 Ja naturaleza y el 

orígen del ·~~tcrial. Jsf cnino los v;1J1JrCti expari~enta1es Je 

E11 cuar1co a la fr0cu~ncia del control micro!JíoJ6gico al que 

son sometidas, las materias pri1n¡1s se clasifican de la si- -

guientc nian~ra: 

Las que req1iiercn control de esterilidad ~bligatorio en 

cada lote. 

Las que rcquier0n examen c111ligatorio del contc11ido mi-­

crobiano en cada lote. 

l.ns qu~ requieren que la detcrminaci&n del contenido en 

gerruenes sea esporSdica o sistcmitica s6lo p~ra determl 

nadas procedencias. 



Coda cotnp<.IñfJ :·jj~1 sur. frcc::cncí.1~; <le <:ontrol :nic1·ohiol(ígi-­

co, ya ~;1!:1 tc•n bdSI.' ,¡ !ns políticas de caliJ:id d0 l.1 t·omp:11ifa 

mism.1. o !:'>icn h;i.-:1: ~1 la experiencia. De cu.:tlq11ier íllHlll'--

ra, las materias prinias <lcben r~clasif ic3rse períc,dicnn1~nt0 

en b<1sc a 1l"JS resu.ltndo~: obtenidos en los análisis dC' rl1ti--

na. 

El examen dL· lJs materías prímas, !ie prnctíca gcner.:1lmcnte -

como un cou~roJ a la rec<>pción. Cu:ind') no se está seguro de 

su pureza r.iicrobio!ógica, se solicitan, antes <l•"! la adqui~;i­

cilin, mu1.?str<Jf; p.1r;1 cxamiuarla.s. 

Es posible que debido a un almacenamiento de 1:1r~a dt1raci~n 

o ¡ior condiciones ín3propÍJdas duran~0 el :r;is;~o, los :~icro--

organismos empiecen a prolifer3r posteriormente en materias 

líquidas o .·11 la~ que contienen una importante proporci611 de 

agua. Anti.· t•sta eventualidad, es necE'~ario que se cfectut> -

un n11evo co11trol de la materia durante su almacen~mienta y/o 

antes de utilizarla: p.1ra ello lns oiierente~ t.:omp~iiiÍ.lb f.:ir­

macC:uticas deben fijar plazos para la real i zaciOn <le rcanáli 

sis, determinar los perrodos de caducidad y establecer las -

condiciones adecuadas para su conservaci6n. 

Los procedimientos usados en la industria farmac611tica, se -

basan en los rnétodus qt11! proponen l.1s farmncopea:~ más im¡)or­

tant~!, ~n Ja~· ri·glas o ncir1nas de la~ b11e11ils pr5ctican de --



mantifnctura y en las rccomendacion~s de or~nnisrnos tales co-

mo la FDA, la Federación FarmacGutica Internacional, cte. 

En las farmacopeas, por 11n 1ad1> se iijan límites globales 

permisibles en cua11to al contenido Je bacterias aerobias y -

l1ongos inferiores (levaduras y mohos) y por el otro, se exi­

ge la ausencia de ciertas especies n1icrobianas. En este a1-
timo caso describen tambiEn los mGtodos de anSlisis particu­

lares para su detcrn1inaci6n. 

A continuaci6n se mencionan los límites permisibles usados -

mis frecuentemente; a menos que se indique otra cosa para -­

cierta 111atcria prima en partictilar. 

* Bacterias aerobias porgo ml 

Mol1os por g o ml 

Levaduras por g o ml 

Pseudomonas aeruginosn por g o rol 

Staphylococcus aurcus por g o ml 

Entcrobacteriaceae por ~ o ml 

Max 1000 

Max 100 

Max 100 

ausente 

ausente 

ausente 

Generalmente el ensayo para comprobar la ausencia de entero­

bacterias se efectGa mediante m6todos Cltalitativos. En ca-­

sos de sospecha especiales (p. ej. en s1Jstancins biol6gicas 

de orig~n animal o vega tal) ~e pt1~de e1n¡1lcnr, sin embargo, -



algan m€todo cua11titativo. En algunos casos se pide, adem5s 

determinar por separado la a11sencln de Escl1ericl1in coli y ~­

Sa1mon€? l J_~. 

Para las prepar~cion~s líquidas pueden emplearse uní<lades 

** ?ur ·~nl·-·l"\.>h:tc:t·~ri•l~; .:e enti1~nd1.• l.:.i familia ~~~~~~-1:...l_l.--­

rl.ac_~.:::_ ~;1..¡:;tí"¡¡ 1.!l t..':~qut:m.1 rnndifi•:.1dc.• de Ed1..·ard:; e ~> ... ·i nt, 

L.:i tuma d.:! mUt!StraG debe efcclt1,1rse obscrv.nndo tas medicL1r, -

de precauci511 antimicrobianas (tal eh con10 11~n <le cofi3, cu-­

brchoC'"as, guant.~s.c,tc.), sclc·c1.:ionando en forma Sptima lo!; -

in s t r u m t~ n t o 5 v r •..:e i p j ,-. 1·. te ;; ..: o r r es p" t1 J i e ti te s , .lo s e u .::i I es d l' - -

be!l est~!ril.i~;•r~:e prt:vi.inH•nteo :!Jl•<liant" proceJimicntos ade.:.:u~­

dos. 

se elige tomando en cu~11ta la cantidad total del material, -

es decir, de acuerdo <Jl n1ímero <lc cuñete~ o tambort.·s; de es­

ta forma se obrie111! tina muestra m~~clada representativa <lel 

lote de materia prima. 

En casos especiales se debe examinar un 11~mrro stl?Crior d0 -

muestras; por ejemplo: 

Cuando se sospcct1J la presencia de J;(rm~ncs pat5gcnos -

en U!ld Jctcrruir1a<l.1 pare~ de Jas c11~ctos. 



Cuando se trata Je verificar los primeros resultados. 

SegGn la nat1Jraleza de las materias primas se pueden usar -­

los siguientes m~todos: 
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~---·------~-------------,-· --~----~----·-

TIPO DE !'REPAJiA!)O DETEltMJNACION DE 
CllfNTA TOTAL DE 
~l ICROO!\G.A~; ! S~!nS 
:\ERCHIOS 

l'r1-p t1 r ,\d,-. ;; 
.1 e uo ..;co :> 1.: }1 j -

d ro ~o l uh le:•. 

1 

-l~l-:·!ét:t1d0 du filtr.'lció'r!_ 
~ol1re n1~n1br.1:1~, ~011 

;_-nCllbiJCiún P'):; ti..'r i<H' 

dt.• los filtros sobre 
r.:1...d .ios de> cut tivt1 :>o-
1 ido~. 

:--1 é to <lo d " __ '.- _1~_E ~·- _ '--(·:_!l 
Prerur11Jo~ pl:ic.1: lr1o~·ul.- 1Sr1 
ins<:.duhle:; del nu1l\'1' ~;i ! 1i ~di_:: 

l~n ,l¡jtl."l pvns t.on 0 ":1:11 l :· 
\~O), l.'ll !U"d1l' :;óli_ 

¡ dos. 
!--------- --------! 

t)rcp.1r.<d1..1s 
in sol u b ! .._. :; 
agua, p••r· () 
conl;J¡¡¡j ;,;-¡J,. 

;¡~~ ! ~ :b-~ -;+¡/0_::1 ~'~-~e -
nic~-t~~bn m1íiti-
p 1 +·:): ln<),_·1: l ..i.c ¡_,.)n 
J ,_ ¡ "' ,, t t·r i i l •! :1 ·~\1 ,: -

pcr1siú11 .~ ,•mu1~~ion.1-

do, t.'tl UI s •:!l ·; ... -­

rie que <'0r:' 

me d i o l [ 4 « l d r> • 

CO~THOL RESPECTO 
A LA AUSE~C!A OK 
r. fERTAS ESPECil:S 

l11oc1Jla~i611 Jel -
materi,11 Ui!>Uelto 
(en ~t1~r~n~iSn ,1 

••mu! s io11ad,1),. t~n 

tllL'd it1'., d~ (!!lt'iflll!::_ 
citnicntu. llo..•s--·­
pués de },1 fncub_!l 
ción, ::-lll•c-11ltiv;tr 
sobr~ meditis sc-­
l(~c t.Ívü~• só1 ldo~:. 

I't"DC ~dt.•r í.:l.J'.~\'> 

i nd i e a a 11 t l' r i o r -
m~ntc j) :;i~n1l1run­

,; .. · cq}1~nia;; uhl,•­
n i.J a~; 0 lt1 :i_-;i :. t 1· ¡ .1 

d r• to.: nn i n.11.; i 1.";n .-i ú 

.i.:;; n;: ~· n •· •; t -~ t .i i L' , 

,, 11 r:: e d io s ~> P l t ·e -
t ivos .·:illiJos. 

M€todo de filtraci6n sobre mPmbrana: (Mcmbranc filtrnricn) 

Este ensüyo consiste, en hace~ pasnr ~ trüvés de un filtro, 

por succión o mediante vacío, una cantidad del material por 

analizar, después de lo cu~l el filtro se lava con una solu-

ci6n adecuada; posteriormente el filtro s~ coloca sobre t1n -

medio 5Ólido y se incuba. 
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El tamafio do poro del filtro us lo st1ficicntemente pcqucfio -

(0.22 6 o.~5 llm) qu~ los microorganisino~ no puudun atraver-­

s ar lo. 

Este tnét.odo e·s útil cuando la sustancia que su a analizar 

os líquida o soluble en agua; así niismo cuando el material -

contien~ tiustancias inhibidorns solubles en agua; tales como 

lus co11servadorcs, ya que ellos inl1ib~n el crecimiento de 

los microorganismos en este c~so díct1ns sustancias pueden 

~cr eliminadas mediante ln filtraciGn. 

(Pl.Jt:.: ..:e.un tccl111ic:;u,'} 

A Jifcrenci~l dúl m~todo de filcraci6n sobr¿ niembrana, ~~t~ 

unsayo se usa cuando la sustancia u proJucto que se va anal 

zar es poco soluble o insolubl~ e11 agt1a. 

En este ca~.u sr <lisp~rsa o emulsiona una cantidad pos~da del 

material cun una ROluci6n adecuada y se toma una alucuoto, -

la cual es mezclada con el medio de cultivo fundidot despGcs 

de lo cual se deja solidificar y se incuba, 

Para este análisis s~ utilizan los mismos medios de cultivo 

que en el m¡tudo de íiltraci6n, aunque hay que hacer notar -

que en el m~todo placa, la forma de las colonias de una -

especie microbiana puede variar, dependiendo de si el creci­

miento se lleva a cabo en la profundidad o en la superfici~ 

del medio. 

Tambi~n se requiere que el material sea lo suf icienternente 

translúcido, ya que de lo contrario la~ materias examinadas 
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forman crep11~rt1los visibles en e] seno del material, ent11r-­

bi.1ndol<1, 1v ~t1dl Jificulta l.:.i identificación dt• la~ ¡•olo-­

ni as. 

Otr-.:1 JifL'.rL'nci~J c,in el método Jt' fi.ltra<.'iÜ11, •'S que el méto-

do <le conten 

filtros, 10~ cuales son un rnateri~J caro en la m.:iyorí.:i de 

1:!,_l'_ t~ _ _2..e__~~__l- _ni_:r~S'_I~~._, h ~~--Jl:!_QJ _ _!:l_r_~-~ m '-' t h o d !...__..!_n_?_~ 

.r.2.:..~~ll:J-~ :i...::_:~:_~~-~-.;:..: l]_~:i-~~_tl. 

E~tP 111~t0Jo es Gtil cuando hay ~ue ~v.1!11ar material poco so­

luble en agua, poco translGcido y ¡¡11co cot1tamir1ado. 

En esta t~cnica, se inocula una serie de tubos conteniendo -

medio líquido, co11 una alícuota del 1nJt~rial 1!mulsionado o -

dispersado. Acab3da la i11cubaci6n, se observan los tubos; -

contando el nGmero de tubos co11 creciniicnto microbiano, s~. -

puede estimar mediante inferencia estadística, el contenido 

de girmcnc~ del material i11icial. Para el lo se hnn calct1la­

do tablas, q11v l·n~·irlnc Pn ]3 !5rmula ~dt.t lÍ111itcs de confian 

z a; nos indican Jos l!~itcs entre los cuales debe encontrar 

~ el valor real de microorganismos presente en un material 

dado 1 en base a los r0sultados de Ja mu~stra. 

Las tablas señal;1n únicamente el lími tP sup~rior. y:1 que co­

mo se trata dfr c0ntamíno~i6n microbiana, ul límite b•1¡1~rior 

señala el n15xinio de sGra1e11cs q11e p11ccle tener el matcri:.I, -
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t!l límite inferior L'n Cüte caso no tiene mayor relevancia. -

Las tablas norrualo1~ntc se calcula11 usando un nivel de con---

2. OBJETL\'05_ 

2.1. Aplicar adecuadamente los diferentes méto<los que se C!'!_ 

plean para determinar el contenido de microorganismos eu ma­

teria prima, considerando la naturaleza de esta Gltima para 

la elección del método. 

2.2. El ~ll1mno ~cr5 capaz Je: 

EfectUilí una cuentJ tot31 <l~ microorc;tnismos por el mé­

todo de filtracíGn, (usa11do azGcar refinada comercial -

como materia prima). 

Efectuar una cuenta total de microorganismos por el mé­

todo de conteo en placa (usando talco o almid6n de maíz 

como materia prima). 

Efectuar una cuenta total de microorganismos por el mG­

todo del nGmero m5s probable (usando vnselina como mat~ 

ria prima). 

Seleccionar medios selectivos, detectar e identificar -

microorganismos objetables. 

Preparar diluciones confiables de la materia. 
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Si las n:atí•rias primas por anali~~1r (azúcar, talco, almidón 

de marz y vaselina) contienen bacterias: 

Se observar5 crecimiento un el medio TSA (Tripticasa Soya-­

Agar). 

Si contienen hongos: se observar5 creciiniento en el medio -

SDA (SaUov.i¿¡ud dextrosa agar). 

Si contienen PGerugittosa, S. Aurcus o Enterobactcrins, se ok 

servar¡ crecimiento en los medios específicos para dichos mi 

croorganismos. 

4. PROCEDIMIENTO EXPERI!!ENTAL 

4.1. Material: 

Aparato de filtración adecuado (p.e.), Sartorius o Millipo-­

re). 

Membranas de filtración de 0.45 um de luz de poro estériles, 

Pinzas para filtro estériles. 

Cajas de petri estériles. 
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Bomba de Vílcio 

Pipetas estGriles 

Frascos de vidrio con tapa, e~térilcs 

Matraces de bola para prcparaciSn de medios 

Matraces erlenmeyer para prepara~i6n de medios 

Tubos para cultivo 

Papel aluminio y Je estraza para preparaci6n del material 

Autoclave 

Mechero 

Asa y porta-asa 

Como muestras se usaran: azGcar comGn, talco o alrnid6n de -

maíz y vaselina comercial; muestreados en envases est¡riles. 

4. 2. Reactivos 

Tampón de solución de cloruro sódico con peptona. (Medio 1) 

KH
2

Po
4 

Na
2

HP0
4

• 2ll
2

o 

NaCl 

Pcpton~ (de carne o caseína) 

3.56 g 

7. 2 3 g 

4.30 g 

l. 00 g 
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Agua destilada o desmineralizada 1000,00 ntl. 

Disolver Los ingredientes, introducir en la autoclave 

120-121 e durar1te 15 a 20 cinucos; ~fl: 7.0 

Celosa peptonada cas¿ina-~~ (Medio 2) 

por ejemplo, use cualquiera de los siguientes preparados co­

merciales. 

Trypticasc soy agar 

Tryptone soja agar 

Tryptic soy agar 

(BBL) 

(oxoid) 

(Di feo) 

Celosa con peptona de caseína y de harina de soya (Merck) 

Gelosa glucosada de Sabouraud 1 

Babauraud dextrose agar 

(BBL, Difco, ~ferck, Oxoid~ p. ejem) 

e loranfcnicol 

Agua destilada o desmineraliznda 

cloranfenicol (Medio 3) 

65,00 g 

0.05 g 

1000.00 ml 

Medio de cultivo con peptona de caseína y sova (Medio 4) 

use cualquiera de los siguientes preparados comerciales. 

Trypticase soy broth 

Tryptone soja broth 

Trypcic soy broth 

(BBL) 

(Oxoid) 

(Difco). 
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Caldo de cultivo con peptona de caseina y de soya (Mcrck) 

Gelosa-cetriwida (Medio 5) 

p • ej • 

Pseudot>el agar (BBL) 

Bacto cetrimide agar base (Difco) 

Celosa de Vogel & Johnson (Medio 6) 

p. ej. 

Vogel & Jonhson agar (BBL) 

Bacto Vogel & Johnson agar (Difco) 

Vogel & Johnson agar (Merck) 

Medio de ~nriquecimiento para enterobactcrias (Medio 7) 

Enterobactcriaceae Enrichment broth (BBL) 

Enterobacteriaceae enrichment broth (Oxoid) 

Caldo de cultivo de Mos~el (Me~ck) 

Celosa bilis-glucosa al rojo violeta (Medio B) 

P. cj. 

Red violct bile-agar (BB!.) 
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Red violet bile-agar (Di fe ó) 

Kristallviol~tt-neutralrot-gallc agar {Merck) 

Nedio llq_uido de Sabouraud con cloranfenicol (Medio 9) 

p. ej. 

Sabouraud liquid t!.H.•dium (BBL, DIFCO, MERCK) 30.00 g 

Clot"anf enicol o.os g 

Agua descilada o dcsmineralizadn 1000.00 rul 

Todos los medios de cultivo del 2 al <leberSn ser esterili­

zados de acuerdo a las instrt1ccion~s recomendadas por el fa­

bricante 3ntes de 5u uso. 

4 .3. Técn_Lc.0.. 

Dilución iníc}_±l 

Laa soluciones acuosas se diluyen generalmente en la propor­

ci5n 1:10 coa ayuda del medio l (Tamp6n d~ fo~fatos isotoni­

co con peptona). 

·Los productos hi<lrosulubles se dist1~lven en la proporci6n 

1:10 con el medio l. 

En el caso do productos insolubles ~n el agt1a, se dispersa -

o em\1lsiona una cantidad resad~ (lú.t1) dgitando int~11s~11Jcnte 

con el diluyDnte (?u~Jiv l ~ .~n rucipi~atcc apro~i~do~ (fras--
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cos con tapa), que contengan perlas de vidrio; para est~ fin 

se afiaden 9 partes del medio 1 a una parte del material a -­

examinar y se homogeniza.bien todo. 

Cuando se trata de productos que son dificil~s de poner ün -

s11spensi6n o emulsionar. se agrega a una parte del material 

a examinar, una parte de tween 80 estéril (polisorbato 80) -

y 8 partes del medio l y se homogeniza todo. Así se obtiene 

en el homogenizado. una diluciGn en li proporci6n 1:10 del -

material en estudio 

La esterilización precedente del t~een 80 se efectúa en la -

autoclave (20 minutos a 12o•c). en el caso de preparados --­

emulsionables, tendrfin que calentarse a 40ºC, antes de su e~ 

pleo, tanto la solución tamponada de fosfatos, así como el -

tween 80, estéril. Los productos difíciles de desmenuzar y 

homogenizar deben tratarse mediante aparatos mecánicos (P. -

ej. mezclador). 

Si es necesario, se preparan mis diluciones con ayu1"• del m~ 

dio l para las determinaciones cuantitativas del número de -

microorganismos ( 1: 100, 1: 1000, P. cj). 

La elecci5n de las diluciones se guía por los criterios si-­

guientes: 

Grado de contaminaci6n supuesto. 

Necesidad de neutralizar un peder inhibidor eventual s~ 
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brc del desarrollo ~icrobiano. 

Naturaleza del producto (<liluci6n 1:20 6 1:50 para los 

productos que poseen propiPdades gelificantes por ejem­

plo ya q 11c podrían solidificar el n1edio de c1Jltivo) 

Método de filtración. 

Pesar en forma e&t6ril 10 g. de azGcar refinada y diludir en 

proporci5n 1:10 can ~yudn d~l medio 1 (tamp6n de fosfatos 

isot6nico con peptond). Cot~ este fin se aüaden 10 g. de azQ 

car a 100 ml. del medio 1. homog~ncizar bien hasta lograr la 

completa disoluci6n 

Método de conteo en placa: 

Pesar en forma est~ril 10 g. de talco o almid6n de maíz y <li 

luir l: lü con .::iyuda del medio 1. Homogeneizar bien dentro -

del frasco una parte del talco y n1¡evc <le tamp6n, agitando -

vigoros&mente hasta que se logre una suspensi6n. 

Método del número más probable: 

Pesar en forma est¡ril 10 g, de vaselina; agregar 10 g. de -

tween 80 estéril (polisorbato 80) previamente calentado a --

40ºC y 80 rul. de tarupón de fosfatos (medio 1). también cale!! 

t.a..dd aproxlmadamente 40ºC. y homogeneizar todo. Así se oh-­

tiene en el homogeneizado una diluci6n ~n la proporciBn 1:10 

del. materi.:il. 

Se verificar& ln sdguridad de l~ t~cnica seguida, medi~nte -
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ensayos en blanco (controles n~¡~ativos) efectuados paralela­

mente en testigos; se ejecuta toda la serie de operaciones, 

pero sin agregar una sustancia a ensayar. 

llay ql1e verificar antes de su uso los medios de cultivo, --­

efectuando una prueba de promoci5n. 

Cuando s~e examina un producto por primera vez, hay que 

gurarse del valor demostrativo de la c5cnica empleada, me-­

diante controles de crecimiento. Se recomienda entonces 

plear diluciones del material examinado en la proporción 

1:10, 1;100 y l!lOOO y agregar cantidades mínimas de micro-­

organismos conocidos, susceptibles de tener importancia en -

la prictica. Si la primera diluci6n que permite una multi-­

plicaci6n satisfactoria de la mayor!a de los gfir1ncncs es la 

d e 1:100 p. cjemplo 1 se deberfi apoyar sobre ella el calculo 

del nGmero total de girrnencs. Esto es muy Gtil cuando se -­

trata de sustancias con propiedades antimicrobianas. 

Determinación de la c~ntidad total de bacterias aerobias y 

de hongos: (ver también cuadros sinópticos). 

Procedimiento de filtración sobre membrana: 

Bajo la protección del mechero, montar el aparato de filtra­

cl~1t ya est¡ril; hacer pasar 10 ml. de la diluciGn inicial y 

lavar con 100 ml. del medio l. Inmediatamente despuis del -
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lavado, depositar el filtro sobre una caja pctri conteniendo 

el medio de cultivo 2, filtrar otros 10 ml. lavnr con 100 ml. 

del medio 1 y despu6s del lavado depositar el filtro en una 

caja pccri conccnícndo el medio 3 (todos los ensayus Jebcr¡n 

l1acerse por duplicado). La primera caja con TSA es para la 

comprobaci5n Je bacterias aerobias y Ja segunda caja con me-

dio sabouruud ¡1~ra la comprobaci6n de levaduras y mohos. 

La duraci6n <lc La incubaci6n dcLcri ser de 48 a 72 t1rs. para 

bacterias y dd 5 a 7 dias para l1ongou. 

Como una proliferaci5n exccBiva de ci~rta9 especies microbi~ 

nas podr!a dificultar lJ valoraciGn, se rev~sa11 rczularmentc 

los cultivos a lo largo de la incuLaciGn y se cuenta lo ni5s 

exactamente posible el nGmero de colonias ~n el momento pro-

picio. Eso J¡1 co~o resultado el nGruero de bacterias y de --

hongos por gramo de azGcar. 

Al calcular la cantidaJ de bacterias aerohins, se l1abri de -

prestar atenciGn al hecho de que las levaduras y mohos puc-­
~ 

den crecer ta1~bi~n crt L'l racdio 2. Por otra parte, e~ posi--

ble que no sol.amente las levaduras y los mohos se dcsarro- -

ll~n en el ·~~Jio 3, s~no ta~bi6n las bacterias resistentes -

al cloranfcnicol. En los casos dudosos, se deber5 recurrir 

a la cinci~n Je Gram y ~ lo~ ens~yos oicrosc6picos para in--

cerpretar Jos res11lt~d0s. 
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Procedimiento por conteo en placa: 

Todas las manipulaciones deber5n l1acerse bajo la protección 

del mechero, de la dilución inicial se toman 10 ml. y se ha­

ce una segunda dilución 1:100, agregando 90 ml. de tamp6n -­

(medio 1), en un frasco y agitando bien. De la diluci6n - -

1:100 se toman 10 ml. y se hace una tercera diluci6n 1:1000, 

agregando 90 ml. de tampón (medio 1) y se agita bien en un -

frasco. 

Se funden los medios de cultivo TSA y SDA (medios 2 y 3) en 

un baño maría a 45ºC (deben haber sido esterilizados previa­

mente). 

Se toma 1 ml. de cada dilución 1:10. 1:100 y 1:1000). se me~ 

cla cada una con 15 O 20 ml. del mc<lio de cultivo 2 en cajas 

petri, efeccuando un movimiento suave en forma rotatoria pa­

ra que se homogenize la muestra con el medio de cultivo, y -

se permite solidificar a temperatura ambiente; y se repite -

la operaci5n, pues todos los ensayos deben l1acersc por dupl! 

cado. 

Al hacer esto se obcendr5n dos caja~ por cada diluci6n, 

decir, seis cajas en total para el wedio (TSA). 

Se torna nuevamente l ml. de cada 1l!J11ci6n, ac me~rln coda -­

una con 15 O 20 ml~ del rnc¿l.e dP.. c11J ri·. ~ 3~ en r.:-ajos pe tri -

dando un movimiento suave il 1.1 CdjJ 1!n (ur1t.n cicc11JJr 11ara -
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que homogenize la muestra con el medio, se permite solidifi­

car a tcrnp0ratura ambiente. Repetir la operaci6n, para obt~ 

ner el ac~lisis por duplicado, con lo que se deben obtener -

seis cajas para el medio 3 (SDA), esto hace un total de doce 

cajas para la dcterminaci6n de bacterias y hongos. 

La incubación de los cultivos tiene lugar de JO a 35~c. La 

duraci6n de la incubaci6n es de 40 a 72 hrs. para bacterias 

y de 5 a días para hongos. Se controlan regularmente los 

cultivos a lo largo de la incubación y se cuenta lo más exa~ 

tamente posible, el número de colonias en el momento adecua-

d.:>. 

Al calcular la cantidad de bacterias y hongos, habr5 que --­

prestar atención al hecho de que hay que multiplicar el núm..<=. 

ro de colonias encontrado, por la diluci6n, para saber el nQ 

mero de colonias existente en 1 g. de talco o almid6n, P. 

ej., si la caja que contíeLe la dilución 1:10 se encuentran 

tres colonias, el número real de colonias que cabe esperar -

en l g. ser~. de 30 coloni.o.s. 

Procedimiento del tubo mGltiple. 

Colocar 9 el. del medio 4 (TSR) en l¿ tubos a utiliznr. El 

material homogeneizado se inocula de la siguiente manera: 

formar cuatro grupos de tres tubos cada uno, identificar los 

restantes como el tubo A y B. ~1arauc unu de los juego~ coco 

~ontr0lc3. ~cce otro de !~ - juezoi; (100 111), :· ~n ~atla tubo 
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al igual que en el tubo A 1 coloque 1 ml. de la dilución ini­

cial, que contiene la materia prima a analizar y mezcl~. 

Del tubo A tome 1 ml. con pipeta y vacíe el contenido ~l tu-

bo B y mezcle. Estos dos tubos contenen 100 y 10 mg. de la 

mue-st.ra respectivamente, (o bien 100 ul. y 10 ul. en el caso 

de que usaran unidades de volumen). 

Tome el tercer juego (10 ul), y pipete ml. del tubo A en -

cada uno y mezcle, Tome el último ju'ego "(1 ul), y pipcte 1 

ml. del tubo B en cada uno y mezcle. Oegcarte el contenido 

de los tubos A y B que no se haya usado. 

Cierre bien los tubos e incube a 30°C, durante 3 a 5 días; -

proceda de la misma forma para inocular otros 14 tubos, pero 

ahora usando el medio 9 (SDB). Use las mismas condiciones -

de incubaci6n. Despu~s del pcr!odo d~ incubaci511, examine -

los tubos y observe los tubos de control, los cuales deben -

permanecer claros y transparentes; despu&s observe los tubDs 

conteniendo la muestra y vea si existe crecimiento. 

Mediante el nfimcro de tubo~ e~ qu2 ~e ~b~crv~ el crccimic~to 

microbiano se puede c:;tim.'.lr, ~12gún l.ii:; reglas de l.1s estadÍ2_ 

cien, el contenido de gérmenes en el material inicial, contE_ 

nido cuyo límite superior de confianza ¡iara P • 95% esti in­

dicado en la tabla siguient~: 
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T A B 1, A 

CUENTA TOTA1. ~AS PROBABLE PARA EL METODO DEL TUBO MULT1PLE 

Curubinacion~s observadas do 

tubos mostr~ndo c~ccimicnto 

en cad;i juego. 

Cantidad en og. o rnl. de muestra 

por tubo. 

100 mg. 
100 "l 

3 
3 
3 
3 

3 
J 
3 
3 

3 
3 
3 
3 

3 
3 
3 
3 

10 mg. 
10 ul 

3 
3 
3 
3 

2 
2 
2 
2 

o 
o 
o 
o 

mg. 
ul 

3 
2 
J 
o 

3 
2 
l 
o 

1 
o 

z 
1 
o 

NGmero m5s probable 
de microorganismos -
por gcamo o milili--
tro. 

> 100 
JOO 
500 
200 

290 
210 
150 

90 

160 
120 

70 
40 

95 
60 
40 
23 
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Identificaci6n de especies microbiat1as i11tolerables. 

Para determinar los gérmenes especiales cuya presencia no es 

permisible, se parte de la dilu1~i6n inicial 1:10 

Esta parte comprende los ensayos siguie11tes: 

Identificaci6n de Pseudomonas aeruginosa en 1 g. o ml. 

Identificación de ~_y_lococcus aureus g. o ml. 

Identificación de Entcrobacteriaccac en l g. o ml. 

Identificación de Pscodomonas aeruginosa: 

Inocular 10 ml. de la diluci5n inicial 1:10 en 100 ml. del -

medio 4 (caldo de cultivo caseína-soya peptonado); incubar -

a 37ºC. durante 18 a 24 horas (enriquecimiento no selectivo), 

Enseguida extender una asada de este ~atcrial sobre el medio 

5 (gelosa-cetrimida) con objeto de obtener, en caso de resul 

tado positivo, colonias aisladas. Incubar a J7ºC. durante -

24 a 48 horas; la apariciSn de colonias constituídas por ba­

cilos Gram negativos, las cuales producen un pigmento verde­

.so o verde intenso difusible en el medio de cultivo, es ca-­

racteristica de Pseudomonas aeruginos~. Si la pruducci5n c2 

lorante del· colorante e5 d~bil o n11la 1 ~e debcc&n de reali-­

zar pruebas confirmativas tales como la de oxidasa, crecí- -

miento a 42ªC, en el intervalo de 24 a 48 liurJs i1 otras --

reacciones bioqui1uicas. f1 ~c~pu~s e~~ ~xaminar la5 placaD -
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ninguna de las colonia5 encontradas muestra las caracceristi 

cas antes mencionadas o no se evidencia crecimiento¡ la mue~ 

tra cumple con los requerimientos de ausencia de P. acrugino-

i!.!!.· 

Identificaci5n de Staphylococcus aureus: 

Del mismo cultivo obtenido para enriquecimiento no selectivo 

(según el párrafo antct'ior), tornar una asada y cxtenderl_a sE_ 

bre el medio selectivo O 6 1 (gelosa de Vogel-Johnson), con -

objeto de obtener, ~i el resultado es positivo, colonias ai~ 

ladas. Incubar a 37ºC. durante 24 a 48 horas, la aparición 

de colonias negras intcigradas por cocos Gram positivos y ro­

deados por una zona amarilla, es típico del estafilococo do­

rado. 

Los resultados positivos deben confirmarse mediante las pru~ 

bas de la desoxirribonucleasa o de la coagulosa en plasma. -

Si después de examinar las placas ninguna de las colonias e~ 

centradas muestra las características mencionadas o no se 

apiecia crecimiento; la muestra cumple con los requc.rimien-­

tos de ausencia de. S. aurcus. 

Idcntif icación de Enterobacterias: 

Partiendo del mencionado cultivo enriquecido en el medio 4, 

se toman 10 tul. y se siembran en 100 rnl. de medio se.lectivo 

7 (medio de enriquecimiento JlilLJ ~iitccob~ctrria~), qe incuba 
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a 37ºC. durante 18 a 24 horas (enriquecimiento selectivo), a 

continuaci6n se toma una asada y se extiende sobre la super­

ficie del medio de cultivo 8 (gelosa-Oilis-glucosn-rojo vio­

leta), con objeto de obtener colonias aisl~das en el caso de 

resultados positivos. Incubar ~stc último a 37ºC, durante -

18 a 24 horas; la aparición d~ colonias rojas o roj1zas, de 

bacilos Gram negativos e~ característica de los gérmenes de 

la familia de las Enterobacterias. Al~unas especies taxon6-

micamente vecinas de bacterias Gram negativas (Acromonas P­

ej.) muestran un comportamiento similar y deben considerarse 

también como indeseables. Sí ninguna de las colonias encon­

tradas muestran 1as característlcas antes mencionadas o no -

se aprecia crecimionto; la muestra cumpLe con los requeri--­

mientos de ausencia de Enterobacterias. 

Los datos sobre medios para identificar de manera bioquímica 

a E. colí y otras Enterobacterias. se obtienen consultando -

la literatura especiaLizada. Fara la realizaciOn de las --­

pruebas correspondientes, existen en el comercio, los medios 

de cultivo deshidratados. 

Cuad~us sinóuticos: 

En las páginas 32, 33 y 34 se encuentran cuadros de orienLd­

ci6n sobre la marcha a seguir para los ensayos. 
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CUADRO SlNOPTlCO 

HETODO DE FlLTRACION SOBRE MEMBRANA 

Diluci~-2E._~~~ 10 S· (o ml .) de la materia prima 
c11 iOO ml. Je tanpón de fosfatos (Medio 11 1). 

Deter~~in,l~.-j-G·~-1T Deter:ninació~ ~:nriqueci-miento no selecti-
de bacte-:-Lds jf d12 levaduras vo 10 ml/100 ml. de medio 4 
aerobias___J~ y ruüh.oo a J7t, 18 a 24 horas. 

Filtr~cion sobre ldcntifi- !dcntifi- '~l~d-e_nit_i~.f~i--~ 
membrana (10 ml. caci6n de caciGn de caci6n de 
+ 100 r.11.de lava P. aerugi ~- Entero 
do con tao.:pón m~ ~· ~ ~ia 
dio f} l) ?<l.Jspués: ~ 
Placa de gelosa.. '---,.----' 

Med5.o 2 
JO a JSºC. 
Zi8 a 72 
horas 

Medio 3 
30 a 35ºC 
S a 7 
U :las 

McJio 5 
37ºC 

24 d ~ 8 
horas 

~ 

Medio 6 
3/ºC 

2 "• a 4 B 
horas 

\~ 
Confir1aaci6n 

-OxiJasa 
-Creci-
miento 
a 1.2 "e 

-DNAsa 
-Coagula-
s a plasmá 
tic a -

10 ml. en 
100 ml. <le 
m+~ rl in 7, -
3 7 •e. 
18 a 2 4 h~ 

ras~?' 

:-JL:d io G 
J; ºC 

l 8 ;i 21. 
ho t- .1s 

.Ji> 
l.ti.:.su1t.:ido: 

+ / -

Interpreta­
ción: ver -
sección !1,3 

Identifica­
ción de En­
tcrobacte-­
rias. 



j[ 

CUADRO SINUPT!CO 

HETODO DE CONTEO EN PLACA 

~~ción inicial: 10 g. (o ml.) de la materia prima 
~00 ml. de tampón de f(lafatos (Medio f! l). 

Determinación 
de levadura.s 

aerobias y mohos 

Diluciones suce­
sivas (1:10, 1:100, 
l: 1000). Incorpora 
cienes a placas de 
gelosa; cada dilu­
ción por duplicado. 

nedio 2 
30 a 35ºC 
48 a 72 
horas 

Medio 3 
30 a 35ºC 

5 a 7 
días 

ldentifi­
c;ición de 

~-
_ginosa 

Medio 5 
37"C 

2 4 a '• 8 
horas 

t 

Enriquecimiento no sclec 
tivo 10 ml/100 ml.Je me= 
dio ~ a 37ºC. 18 a 24 Hr. 

Identifi­
cación de 
~-
reus 

Medio 6 
J 7 ºe 

21, a 118 

Identifi­
cación de 

.Entcro-
)~·ia-
1 e e a e 

10 ml. en 
100 ml. ele 
ruc.dip 7, -
3 7 ºC.. 18 a 
,2!1 horas. 

Med,.io 
3·7" e 

l8 a 24 
horas 

Conf irruaciór. Resultado: 
+ I -

-Oxidas a 
-Creci-
miento 
a 42 ºC 

-DNAsa 
-Coa.gula-

s a plas­
mática 

iutei.pt:t!L..t.­
ción: ver 
:;ección 4.3 
Ldcntifica­
c ión en En­
Lerobacte-­
rias. 
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CUADRO sr~OPTICO 

~E·rooo DEL NUMERO MAS PROBABLE 

Dilu~i5n inicial: 10 g. (o ml .) de la cateria prima 
._ __ "e_n_í()ff-¿~1.---~¡-e~mpún de fo s fa tu-~ (Medio 1J 1) 

Determinación 
de hacteriils 
aerobias 

di.! levadura::; 
y mohos 

----~ 

~ u1 l .de sou: 

100 mg o o 010(10{)¡ n>g) 

100 u l 

1 ,....---lml.SolA 
"' ( 1 o <0g) 

10 ul, !Omg.0 0 0 1· 

mg. 
ul. 

Medio 
30ºC 
3 a 5 

-~lml.Solli 
I' ( 1 mg) 

000 
Controles 
negativos 

000 1 
días 

He dio 
JOºC 
3 a 5 días 

Resultados; Ver tabla 

ldentif i­
c·ri.c i ón de 

i1. ~-...:c'-':_'.._E ~ -
~-0:_~~ 

Medio 5 
37'C 

24 a t+B 

horl 

Identifi­
cación de 

~~ 
~ 

Medio 6 
37°C 

2 4 a 4 8 

Conf irmaciOn 

-Oxidas a 
-Creci-

miento 
a 42°C 

-DNAsa 
-Coagula-

sa plas­
mática 

selec­
de mc-
24 hr. 

I<lenti­
fic.:t- -
ción de 
Ent~ 
Bacteria 
E_~ 

10 ml.~n 
100 ml.­
de medio 
7, 3 7 ° e 
18 " 24 
horas 

1 
Medio 8 

37ºC 
l 8 a 24 
horas 

Resultado 
+ / -

Interpreta 
cíón: ver­
seccíón --
4. 3. 
Identifica 
ción de Eñ 
terobacte= 
rías 
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s. REGISTRO ORGANIZAClON DE DATOS! 

El informe de an5lisis deber5 contener datos cuantitativos 

sobre el nGmero de bacrcria~ aerobias. así como el de leva-

ruras y mohos que se laan encontrado lvor formatos de repor--

te) . 

Si el número de gérm~ncs es inferior al límite Je detección 

el resultado será indicado así; (inferior) a ( x/g ó 

< X /ntl. 

Los i;ns~tyos encaminados a probar la ausencia de ciertas esp~ 

cies microbianas intolerables pueden ser resumidos en el In­

forme de Anilisis, bajo la rGbrica ''Girmenes especiales 11
, 

Si un en~ayo de esta rndolc ha datio l1u resultado positivo, -

habri que mencionar en el informe la clase de germen cncon-­

trado. 

En el caso de reGultados sospechosos, el inform~ deberS con­

tener datos sobre la significación práctica del resultad·o, -

así como sobre la~ fu~nLcs de contaminaci6n. 

Registrar los datos de la siguiente forma: 
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REPORTE DE ANALISIS DE ~IATERIALES 

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO 

FACULTAD DE QUIHICA 

Laboro:orio de ~licrobiolo~!a Farn1~c~utica 

PRACTICA Ko.: 

MATERIA P!t IMA CANTIDAD: 

UETl-~lUi l NAC lo;:¡~~¡ Lf!-flTE~ RESULTADOS 

.'1."i:x i w.• 1 ono 

H\Jho-3 por g. M.íx i mo l UO 

I.cvadur.1s por g. 

Entcrobactcriaceae en 1 g) 

ANALIZADO POR: FECHA: 
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6. ANALISIS DE RESULTADOS Y CONCLUSIONES: 

De acuerdo .:i los límítc~• proporcion~1dos en J.a hoja de -

reporte de esta pr5ctica, la ~atcria priinn que usted -­

anali~6. ¿Estfi dentro o fuera d~ l!n1ites? 

Si loti: reoultados que u.:,t~d obtuvo. est.:in fuera de lí1~i_ 

te,. explique las posible~ causa~ de errcr. 

¿Por qui se ucu un medio H~lectivo para Etiterobacterias 

nd~raEs ¡Je! 1~~riqL1ccin1ie11ru ¡1reviu ~10 ~;ele~tivo 7 para su 

d t' te r !ll in ü <~ i ,; n ':.' 

¿Po=~~~ se t1ca unJ eoluci6n tarnp6n pa~~ disolver la -­

ruue~t1·a i11ici3lmcnto? 

¿Qui ultcrn:1tivas J1ay e11 cuanto al US!> <l~l mccl1cro~ 

Si el resultado de su anili5i~ 'uc~c fJvucable pero su -

control negativo hubiese resultado cont¡\minado: ¿inval~ 

daria el anilisis? ¿Por qu~? 

¿Cuál es la razón de que los medios de cultivo 2 y 3 - -

(TSA y SDA) en el w~to<lo de couceo en placa, permanezcan 

en est~do liquido pero a tcmpe7atura no mayor de 45ºC? 



En ln prueba de identificación de S. aureus: ¿A que se 

deb~ la brmnci5n de un halo 3m3rillo?. ¿Cu51 

lor originJ~ del medio de Vogel-Jolinson? 

el co-

Expliqu~ ¡11ir q1i¿ s~ colorean <le rojo las Enterobacterias 

en el medio R (Gclosa-biJis-glLtcus~-rojo ~io!cta). 

¿C1151 es l.L raz6n de us3r c~e~n 80 y ralc11tarlo a ~5~C 

para preparar ln diluci611 inici;1l c11 el an51isis du va-

seli11a?. 
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PRACT [CA IJ 2 

"PRUEBAS MICROBIOLOGICAS PARA AGUA DE USO FARMACEUTICO Y DE­

TERHINACTON COll BIOCARGA EN SOLUCIONES PARENTERALES". 

l. INTROUUCCION 

Dado qu¿ el agua es la sustancia m5s empleada 011 la indus--­

tria farmac~utica. GU calidad reviste gran import~11cía. Siu 

ccb&rgu~ su adecuado control enfrenta dificultades excepcio­

nales~ ya que ln fuente b~sica {usualm~r1te el sistema rnunicl 

pal). est.:i afect.adJ p•1r mucho:i y vari.i.dos f.:1ctorc:;; entre é1!. 

tos dos <le los m5s in1pottuaces ~or1: su concenido de s6lidos 

y de n1icroorganisn1os. 

El agua es raquerida para una infinidad de propSsitos, los -

cuiles van desde su uso en los pro~esos de manufacura hasta 

la prepraci6u final de agunt~s terap~uticos, justo antes de 

su administraci6n a los pacientes. 

Como se sabe el agua constituy~ la fu~ntc de la vida; sin e~ 

bargo, en la industria farmac~utica puede repr~sentar un pe­

ligro, ya que Crecuentemente el agua fu11ciona como un acs--­

rreador de contaminantes por contener ¡¡Jgunos cl~ Jo~ nutria~ 

tes necesarios par~ l~ repraducci6n d~ Jos wicrG<1rganismos. 
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Te6ricamente, los &~rmenes no pueden crecer en el agua pura, 

sin embargo, toda 3gua, no importa cu5n cuidadosamente haya -

sido destilada o filtr¿1da, contiene trazas de materia orgrtni­

ca y sales disueltJ~ que permiten la prolífcraci6n 1nicrobia-­

nd, 

El agua quimi~Jrue~r~ pura una s11stancia insabora, de 11ccl\O 

son las ic~urez33 las que le confiurvu su sabor. La u1ayoria 

de la ~ente se ~orprc!~•!cria ~J 1~t~terarsc d~ ~ue el a~11a q111• -

bebe a~, la ~ayur!a d~ las vece~, i11adecuada para ¿l proceso-

productos cosmfticos. 

Di~ho de otra cancra, el ~guu t;1l co~o puede obtencrs~ d~ lii 

ndtU~al.eza, nunca se ~ncucntra lúU\ pura, p11~s si~mpre c~·11ti~ 

ne ~i~roorganisrnos, rnat.!tiJ or~5n.ic~, :nin~ralcs y c~~es ~i- -

suelto~. 

El a;ua '1cru<lo'' se obti~nc n partir de dos (uQr1tHS bJ3jcn~: -

la tierra (pozos) y la s11p~cfici~ (lagos, reservorios, rios, 

etc), 

El agua provenidnte de un pozo es usualocnte muy ''dura'' como 

re6ultado del contacto con los depósitos minerales del pozo -

mismo; sin embargo, la filtraci6n natural a travfis de las - -

áreas arenosa9 adyacentes da come resultado que el agua <le p~ 

zo sea relativamente clara y de bajo contenido orginico. 



En contraste, el aeua obtenida de la superficie suele tener 

concentraciones considerable1ncntc m5s bajas de minerales di­

sueltos, pero su contenido orgfit1ico es usunlnientc ui5s eleva-

do. 

Antes de que cualquier tipo <le "agu.i. cruda" pueda ser usada 

los procesos de manufactura, debe ser filtrada o destila­

da para que adquiera el 11ivcl requerido de purez~. 

La farmacopea incluye varias monografía~ para ;1gua: de laa -

cuales, la de agua purificada y la de ~~ara ínvi!cción, -

definen los requisitos para agua co:ao in~rrdicntc m3tcrial, 

mientras que las otras monografías ~st~bleccr1 lo~ est5ndares 

para ~1 agua artículo farcuc~uticu en sí. 

~~g__g_purifj.__c.3da. - St> denomina así ;il agua que ha sido trat!!_ 

da mediante un proceso de destilaciSn, de intercan1bio <le io­

nes (desionizaci6n o desntinrralizaciGn) du 3su1osi& reversa, 

o por algGn otro proceso adecuado que la convierta en agua -

pura para prop511itos farmac~uticos. Esta agua cumple rigid~ 

mente las espEcificacion~s de pureza química, ~s preparada a 

partir de agua que cumple los requerimientos para ser agua -

potable (agua para beber), :: ;idc~15.:. de cumplir éstos, no co.!!. 

tiene ninguna sustancia aaadida. Sin ~mbargo, los difercn-­

tcs mitodos de producci6n presentan considerables posibilid~ 

de~ diferentes de contaminación. 
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El agua purificada por destilación llega a ser estéril, sie~ 

pre y cuando el aparato de destilación sea el ~decuado y ad~ 

mis est&ril; mientras que por otra parte las columnas inter­

cambiadoras de iones~ así como las unidades de ósmosis revc~ 

sa requieren cupecial atenci6n, ya que ambas poseun sitios -

donde los microorganismos pueden alojarse, multiplicarse y -

entrar 35{ en el torrente. Por ello $e dPbcr5 efectuar un -

monitoreo frecuente cuando 

particularmente <le3pu~s Je periodo et\ el que el sistema -

ha estado deteniJu pu;: ,;;..is de una.~; ~iorr\~. 

da por destilaci6n o por 6smosis reversa y cumple las reque-

rimientos de pureza especificados para ''agua puriiicada 11
• --

No necesita ser estGril, pero para poder cumplir con los lí-

mites para endotoxinns bactc~rian.:is, debe ser producida~ ;.i.lr;,~ 

cenadn y distribuida en forrun tal, que los microorga1,is1nos -

(si los hay) no se encuentran en n6mcros elevadús y por tan­

to no se libere una cantidad peligrosa de ,licllns sustanc~il~ 

pÍLO&°éni:::::i::. 

Lineamientos para el control microbiológico del agua como 

j.ngredic.nte. 

Dado que tanto el 11 agua purificada'' y el ''agua para inyec- -

ci6n 1
' pueden ser producidos de diferentes maneras y que por 

tanto su calidad microbiol6g~ca puede variar, de acuerdo al 
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método de obtención, distribucion y/o al~acennmiento; en es­

te sentido es aconsejable el establecimiento de criterios 

que provean indicaciones adecuadas acerca de las acciones 

que deben ser tomadas como medidas correctivas. Los siste-­

mas de agua deionizada, por ejemplo deben ser validados no -

s6lo anees de habilitarlos como fuet1te de agua purificada, -

sino que deben estar sujetos también a los controles adecua­

dos relativos tanto a la capacidad química del sistema (ind! 

cadorcs de r~carca por ~jemplo) co1no a los aspectos Qfcrobi~ 

l6gicos y otras consideraciones. Una cuenta total de ruicro­

organismos aerobios de 500 unidades formadoras de colonias -

por ml. (u[c} podr!a ser a<lecuadn para agua potable mientras 

que para agua purificada dicho nG~ero podria ser de 100 ufc/ 

ml. y para agua empleada en pro<luctos inyectableu debe ser -

de SO ufc/ml. Dado que el agua usada como ingrediente en -­

productos farmac~uticos no es producida como un lote o cant! 

dad fijas, las cifras antes menciotiudas sirven como indicad~ 

res para tomar algunn acción cuando son alcanzadas o excedi­

das. 

En la pr5ctica, el agua usada como ingrediente en la manufa~ 

tura de articulas farmacéuticos y su an¡lisis, son llevados 

a cabo simultáneamente y los resultados de las pruebas micr~ 

biológicas oólo están disponibles haata después de que algu­

nos artículos farmacéuticos ya han sido producidos. 



Las acciones a ser tomadas para obtener agua con calidad mi­

crobiol6gica suficiente para ser usada como ingrediente pue­

den incluir saniti=aci5n del uistuma, con subsiguiente mues-

treo y 1nonitorr0 pJra asegurarne quu ld acci6n correctiva Ita 

sido adrcuDd~ y ~staL1ecer procedimientos si las pruebas mi­

crobioi6gicas indican pcti;istcncia de la falla. 

Seg (Í n 1 o e:• pu..:: :.; l.~· .1 ¡¡ L l' t.· .i o t· r.n 1~ n t •-'- , ,~ : ne e e:> .:1 r j o q ¡¡e .. .:d s is t (' :n .1 

de .agu.:i par.:.1 c:ianufüctur.:1 (ar:nac1;utica pose.::1 in.st.:1lacio:.o.!..> <...:~ 

rrectivas, aclenJs 1Jc J.~s de producci6n; es Jecir: i11stala--

ci.oncs µard s~~:.1ti-:...!ci.óny tr.:iLa.mi.t_•nto con v.:i.por, d(!t.1c0ntami­

naci5n por cloraci5n. almacen;1rn[e11to n ~!La temperatura, fil 

traciGn, trat~nii¡•11tu con raJia~i~t1 l! JJs611 otro procc<lin1i~n-

to, Je acuerdo J l.1s 11~cesiJ~d0:i Jel est.::ilil~ciuii~nto <le con­

tar con un•i ca.liJ:i.J Jc1:.pt.:.di11c de .:.?eua. C;,be ;it~ii.u.lar que to-

dos esou sistcraas de control para ubtener agua de CJlida<l --

adecuada p:l•-a ser, ui;.:_¡da como íngr1~di1!ntc no r.e.presentan un 

ous~ituto da lan b\lenas pricticas <le ~anuf.1ccur~. sino por -

el coutrario, refuer~Rr1 l~ c~~~i •• ~J t1dccuiua.a de las GMPs --

puesto que la calí(fRd d~ ~gc.1 -0~0 iug¡edi.ente est~ sujeta a 

diferentes condicion~s microbiol5gicos en diferentes tiempos. 

A cbntinuaci6n se proporcion~1 una lista de algunos de los si 

tios qu~ J~bcn ser muestreados en un laboratorio farma~¡1Jti­

co; desde luego, esta podría variar dependiendo <le las inst~ 

lacionea de cada corupaüía: 
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SITIOS DE MUESTREO PARA ANALIS!S DE AGUA NO DESTILADA 

SITIO FRECUENCIA VOLUMEN ( l) (4) LIMITES 
P/ANALISIS 

Cisterna a o tanques CT 100 ml Ver ( 2) 

de almacenamiento Semanal C! 100 ml. 

Entrada de agua cruda Semanal CT 100 ml. so * /ml. 
ce 100 ml. o */ml. 

Filtro(s) de aren.:i Semanal CT 100 ml. so • /ml. 
ce· too· rul. o • /ml. 

l"íltro(s) de carbón Semanal CT LOO ml. 50 * /m.l. 
ce 100 ml. o */rul. 

Salida del suavizador ~eruanal CT 100 "'l. so * /tn l. 
ce 100 ml. • /ml. 

Salida de cnda de i.ou.f. Semanal CT ]00 ml. so */m1. 

zador ce 100 ml. o */ml. 

Agua deioniz.aJa para Semano.1 CT 100 ml. 50 * /ml. 

preparación de equipo ce 100 ml. o * /ml. 

1\gu.1 deionizada para Semanal CT 100 m.l. 50 */ml. 

prep. de componentes ce 100 ml. o * /ml. 

Agua de cníriaw.i.c.ut..;;¡ S ~mnr.~ 1 CT 1000 ml, 10/1000 • /rr.l. 

de autoclave,circuito 

cerrado (3) (5) 
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SITIO FRECUENCIA 

Agua de enf~iamicnto Semanal 

de autoclavP,circui~o 

no cerrado ( J) 

Efluente d~l sistema Semanal 

de 6smosi~ reYer~a 

Tanque(s) de almacena- Semanal 

miento de Gsmosis re-

ve rs .:i. 

VOLUMEN(l)(4) LIMITES 
P/ANALI~ 

CT 100 ml. 10/100 */ml. 

CT 100 ml. 50 */ml. 

ce 100 ml. O */rul. 

CT 100 ml. 50 */ml. 

ce too ml. O * /ml, 

ufc ti1ni.dadcs. formador-as de colonias). 



Muestras especiales 

~ntes de que nuevas cisternast filtros de carbón, suavizado­

res, deionizadores y tanques de almacenamiento sean puestos 

en uso, se tomarán muestras en treG d~as sucesivos. El equi 

po puede ser puesto en uso si cumple con los límites y crit~ 

ríos de evJluaci6n. 

Las ciuternas, filtros de arena, filtros de carbo.1, sunví!!:a­

dorcti, Jeionizadores y tanques ae almacenamiento que no es-­

t~n en uso por un período mayor a tr~s días, deben ser mues­

treados dentro de las 24 horan drspu~s de que la unidad haya 

sido puestJJ en servicio (3). 

Los filtros de arc11a, iiltros de carb6n, suavizadores y dci~ 

nízadores a los c11alcs se le6 h~ya efectuado un mantenimien-

to ~ayer que pudicrd afectar las camas y q&1e sea diferer1te -

del de rhtina, de drenado o recargado; <lcbcn tJUes treados 

dentro de las 24 horas despu~s de que la unidad 11ay3 sido --

Si las camns de los filtros de arena, suavizadores dcioniz~ 

dores y filtros de carb5n son rccmpl;1zados, ~l equipo debe -

muestreado en tres días sucesivos, empezando dentro de -

las 24 horan despu~s de que la unidad es puesta CI1 servicio. 

Antes de que nuevas autoclaves sc3n puestas en operaci6n, 

tres muestras s11ccsivas del au\1a de enfriamiento deben cum--



plir los li~iites. 

NOTAS: 

(1) El volu1ucn d~ muestra para la cuenta total debe ser aju~ 

tado de manera que no produzca consistcntera~nte cuentas 

arriba de 200 colonias/filtro. El volumen de muestra p~ 

ra la cuenta de coliformcs dube ser ajustado de manera -

que 11J pr0dczca consisten:ecente cuentas ~rrilla de 80 co 

lonias de coliformes/filtro, con no m5s de 200 colonias 

de todos lori tipos. 

(2) J.as cisternas y tanques de almacen3~icntn <leb~n ser mlte~ 

creadas con el fin de establecer una norma para la carg~ 

bacteriana del agua que entra al sistema. 

(J) Efectuar tinci6n de Gram a las coloniJs represunt~civas 

de cada mu~stra. 

(4) Abreviaturas: CT a cuenta total, CC ~ cuenta colifor- -

mes 

(5) En las autocl~ves con circuito c~rradu Je eníriaraicnto 1 

el agua de enfriamiento debe &er muestreada durante los 

últimos 5 minutos de enfriamiento. En autoclaves con -

enfriamiento sin circuito cerrado, muestrear en cual- -

quier ruurueuto durante el enfriamiento. 

E~tas n1uestras no son aplicables a autoclaves que no -­

tengan ciclos con sistema de enfriamiento de agua intc~ 
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SITIOS DE MUESTREO PARA ANAL[SIS DE AGUA DESTILADA 

SITIO FRECUENCIA VOLU~fEN !.! MI TES 
P/A~;AttSIS _(_4_) __ 

Cada S.:Jlida del des- Semanal CT 100 ml. 50 •1100 ml 

tillJdor ce 100 ml. • / 100 ml 

Salidas de los cuartos Serna na 1 CT 100 ml. 50 •1100 rnl. 

de prcp.:ir.:ición(l) ce 100 ml. o •1100 mi 

Salidas para lavad o de Scman:il cr 
J ºº ml. 50 •1100 ml 

partes de equipos ( 1) ce 100 ml o */100 ml 

Salida de agua des ti- Dí ario CT 100 ml. 50 *ll 00 mi 

lada al tanque de ce l ºº ml. o *ll 00 ml 

mezcla 

Ta11que de almacenamie~ Diario CT 100 ml. 50 •/!00 ml 

to de agua destilada ce 100 ml */100 ml 

( 2) ( J) 

ufc (unidades for1uadoras de colonias) 

Para sistemas de agua destilada con circuito cerrado rccircu-

lante: es necesario tomar una muestra de una salida de cada -

circuito diariamente. Rote las mue~traG de manera que ca~a 

salida de cada circuito sea muestreada al menos una vez al --
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mes, Si el sist~111a contiene s5lo un circuito de recir~ula---

cidn, se deber5 mU~$Crcar el tanque de almacenamiento diaria­

mente. Si el sistema tiene m5s de 11n circuito, el tanque no 

necesita ser mucstr~ado rucinariam~nte. Si m5s de una mues--

tra de abua destilad~ presenta una cuenta fuera de límites. -

el tanque de almacen~mienco debe ser muestreado diariamente -

l1asta que el prubL~rua sea r~suclto. 

Antes de que 1iucvos destilador~s y tanques de almacennmiento 

sean puestos en uEo, se tomar5n ~urscras en tres días cense-

cutivos. El equipo puede ser puesto an uso si se cumplen -­

los límites y criterios de evaluación (2) 

Cualquier nueva línea principal o ramas de líneas principa-­

les debe ser muestreada dentro de las 24 horas, después de -

haber sido puesta en servicio (2) 

Cualquier nueva salida de una línea principal debe ser mues­

treada dentro de las 24 horas, despu~s de haber sido puesta 

en servicio (2) 

De~pués de cualquier mantenimiento en los destiladores, tan­

que o líneas que pudiera afectar la integridad de la vía de 

agua destilada muestree la unidad dentro de las 24 horas de~ 

pués de haber sido puesta en servicio (~) 
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(1) Pruebe cada salida po~ lo menos una vez al mes mediante 

el muestreo del nGrnero apropiado cada semana. 

(2) Si las cuentas exceden los límites, efectúe tinción de 

Gram de las colonias representativas de cada muestra. 

(3) En plantas donde hay un s6lo tanque de almacanarnicnto -

de agua destilada el cual no tic11c una v5lvulil de mues­

treo que sea ficilmente accesible y donde una v¡lvt1la -

de muestreo no puede se~ instalada sin formar una pier-

muerta, (tubcria extra que puede provocar que el - -

agua se estanque y favorezca el crecimiento de microor­

ganismos). 

(4) Los límites para un sistema de agua destilada con cir-­

cuitos de rccirculaciOn cerrados son: 

Cuenta total: 10/100 ml. 

Cuenta de coliformcs: 0/100 ml. 

Determinación de Biocarga 

Es la determinaci6n microbiol5gica (CT, ce y cuenta con esp~ 

ras) que se hace a las soluciones parenterales antes de ser 

esterilizadas con la finalidad de asegurar que la cantidad 

y tipo de microorganismos presentes en la solución antes de 

esterilizarse cumple las criterio9 para los cuales fue vali-



do el cicle d~ csterilizaci6n. T~das los ciclos Je ~at~rili 

zaci6n son validados teniendo en cuenta el grado de contami-

nación esperado en un lote normal, para asegurar una probabi 

lidad de 10-b :~i~r0urg~nismoi; sobrevivientes. Las muestras 

de rutina que se n~cesican para la determinaci6n de la bio--

carga se toman de cada l.Jt1.:, por cada día de producción, en 

g~neral se to~an cuescras del tanq11e con la soluci6n y ~ues-

tras de 1 p r .in e i pi o y d "= l f i n d 1! l 1 ,_, t l~ • 

En las muestras que corresponden ~l fin del lote se 11ace ad~ 

m&s la determin~ciGn ~Ji~io11al de conteo de esporas. Los l! 

ruites de alerta para la bioeJrB·l d1!bcn ser establecidos bns~ 

dos en datos hi~t6cicos y por impJ~to al producto, pero debe 

~scablecers~ su proc¿oimiento •!~trin1!ar ac operaci6n ~n ~l --

cuc.:.l de explique cómo tuc est.:.Iblt?Cidv c~l límitl! 1 la frecuen-

cia a la cual el limite debe ser revisado contra los datos -

actuales y la acción requerida si el límite de alerta es ex-

cedido. De cualquier manera el líaite que se establezca no 

deber5 ser mayor d~ 500 ufc/100 ~1. (cuent3 total o 50/100 -

ml. cuenta de coliformcs) 
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HUES1REO 

Solución en el tanque CT 100 ml. Por procedimiento 

de mezcla t 1), (3) ce 100 ml. base a datos histOri 

cos. 

Primera di.! lote (l)~ CT LOO i::l. Por procedimiento en 

( 2). (3) ce 100 cil. 

r:•) s. 

Fin de lote ( 1).., (2), CT l 00 ml. Por procedimiento en 

( 3) ce 100 ml. ba~e a datos histór~ 

cr: 1000 ml. lü/t•Jüüml 
cos. 

(1) El volumen de muestra para la cuenta total debe ser aju~ 

tado de mancr3 que no produzca consistentemente cuentas 

arriba de 200 colonias por filtro. 

(Z) Si el volumen del contenedor d~l producto es menor que -

el indicado en la Tabla, pruebe una unidad entera para -

cucnt~ total, una unidad entera para cuenta de coliforme 

y una uniCad entera para cuenta de esporas. 

(3) Si la cuenta excede les límites, efectúe una ~inción de 

Gram a las colonias r~prcsentat!v3~ de cnda muestra. 
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(4) Abreviaciones: CT cuenta total 

ce = cuenta de coliformes 

CE = cuenta de esporas. 

En el caso de esta práctica, se 'imulará la solución a la --­

cuál se le determinará la biocarga, preparando una solución -

de Dextrosa al s:, una hora antes de efectuar la determina- -

ción. 

En esta pr5cticJ se establecen las det~rminaciones que se ha­

cen al agua como sistema crítico en la manufactura de fárma-­

cos, así como la determinaciGn d~ la biocarga a una soluci6n 

que va a ser esterilizada. 

El alumno será Cüp~z de: 

Describir la importdncia del ~gua como ingrediente en la 

industria farmacéu~ica. Llevar a cabo adecuadamente el -

análisis biolOgico de los diferentes tipos de.agua. 

Emplear el concepto de biocarga y enumerar los motivos de 

determinarla antes de un reproceso de esterilización. 

Aplicar correctamente el método de recuento de esporas y 

M. o. por filtración con membrana para determinar la ca­

lidad microbiológica del agua. 
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3 • HIPOTES!S 

Si las a1uestras para cuenta total de agua destilada, dcsmin! 

ralizada y solución de dextrosa al 5% contienen bacterias, -

se obscrvJr5 crecimiento en la membrana sembrndn en medio --

TSA. 

Si la~ muestras contienen ~nterobacterias se observar& cree! 

miento en la membrana sembrada en medio endoles. 

Si la muestra para la simulación de determinación de biocar­

ga (sol dextrosa al 5%) sometida al choque térmico, contiene 

microorganismos esporulados, se observará crecimiento de la 

membrana sembrada en la otra caja de TSA. 

Como el número de colonias observadas es proporcional a la -

contaminación presente en la muestra entonceo se obseraran -

mayor número de colonias en las membranas de las muestras -­

md~ contaminadas. 

4 • PROCEDIMIENTO 

4.1. Materiales 

Cajas de petri estériles a 5 cm. de diámetro 

Pipetas estériles. 
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Tubos de ensayo 

Antorchil de propano 

Filtros de 47 mm. con luz de poro de 45 um. 

Guantes estériles. 

Pinzas est~riles para colocar filtros 

Equipo de fi~traci6n estiril, Millipore o Saroruis 

4.2. Reactivos 

Celosa peptonada caseína-soya 

p. ej. Trypticase aoy agar BBL 

Tryptic ::>ay ugar DIFCO 

Caldo lactos.-ido 

p. ej. llIOXON 1 MERCK 

p. ej. MERCK 

BIOXON 

Caldo de verde brillante 

p. ej. BIOXON 

MERCK 
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4.3. Técnica 

Aunque es altamente recomendable que la prueba se 

efectOe en una campana con flujo laminar. si no -

se dispone de una, la prueba puede ser llevada a 

cabo en el laboratorio, siempre y cuando se tomen 

las precauciones para limitar cualquier otra act~ 

vidad en el cuarto durante la prueba. Se reco- -

mienda uso de guantes est~riles· para la prueba. 

Se deberá emplear solo un vaso del equipo eotéril 

por muestra, aunque el mismo vaso puede ser usado 

tanto para la f iltraciSn de la cuenta total como 

para la de coliformes de una misma muestra. 

El volumen de muestra ser5 de 100 ml. para cada -

filtro. Si el nGmero de colonias es las placas -

llegaran a ser muy numero~os para ser contados, -

se repetirá el análisis reduciendo el volumen de 

muestra, de manera que las cuentas caigan dentro 

de un rango fácilmente contable (de 30 a 300 colE_ 

niaa). El volumen mínimo que debe ser filtrad~ -

es de 1.0 ml. Si una muestra de 1 ml. resultara 

aún ser muy numerosa para ser contada, use el mé­

todo de inoculación directa o prepare diluciones 

de la muestra (hasta un mínimo de 1.0 ml.) y apl~ 

que el método de filtra~i6n por membrana. 



Si los vasos se ensamblaro:t sin filtros coloque -

os~pticarnunte un filtro et1 la base y ajuste la -­

pinz<l de sujección. 

Si el volumer1 a ser probado es de 20 ml. o menos, 

afiada JO ml. de agua destilada est~ril al vaso -­

filtrante. 

As~pticJm~11t~, ~ierta 100 ml. de la muestra en el 

vaso filtrante. Si se va a usar una sola membra­

na para amb~3 pruebas tCT y CC), afiada el volumen 

requerido para cada una (100 para CT m5s 100 para 

CC). 

Vuelva u colocar la c~p~ 3l vaso y enciende la 

bomba d;~ ~ncio para poder filtr~r ln 1nuestra. 

Cuando se haya complotado la filtraci6n~ apague -

el vacío. 

En el caso da la muestra para dcterminaci5n de 

bioc~rga, después du filtr~r l~~ 100 ml. enjuague 

con JO rol. de agua est~ril destilada y filtre. 

Cuidadosamente desensamble el vaso de la base y -

use pinzas para remover el filtro. Si se va 

usar un s51o filtro para ambas pruebas, CT y ce, 

aaipticamcnte cor~e el filtro a la mitad. 
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Coloque el filtro (o la mitad del filtro) sobre -

la superficie de una placa de TSA usando un movi­

miento giratorio. No debe haber ninguna burbuja -

de aire bajo el filtro cuando es colocado en el -

medio. Si se usa un s5lo filtro para CT y ce co­

loque la otra mitad en medio ENDO LES y cierre -­

las cajas petri. 

Si se usa un filtro completo para cada prueba, c2 

!oque entonces otro filtro estéril en el soporte 

del vaso y repica el procedimiento usando medio -

ENDO LES en lugar de TSA. Selle con cinta el fi­

lo de la placa, conteniendo medio ENDO LES, o co­

loque las placas dentro de una bolsa de plástico 

cerrada antes de 1~ incubaci6n para log~ar eleva­

dos niveles de humedad. 

Invierta las cajas pctri para incubar. 

M~todo de inoculaci6n directa: 

EfectGe las diluciones apropiadas de la muestra en agua est¡­

ril o salina. 

Vierta 1.0 ml. de la dilución en cada una de dos cajas p~tri 

estiriles, afiada suficiente TSA fundido y enfriado a 45-SOºC 

para cubrir adecuadamente el fondo de la placa (aprox. 20 m1). 
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Gire o imprima un movimiento rotatorio a las cajas para mez­

clar. Permita que el agar se solidifique. Invierta las ca­

jas para incubación. 

Coloque 1000 ml. de la soluciGn de dextrosa al 5% en un rec! 

pieute est¡ril y cnliintela en un baiio de agua temperatura -

de 60-lOOªC, C~liente el recipiente conteniendo la soluci611 

por 30 wlos. dabpu~s Je que ~1 conteuiJo alcance BOºC. 

Inmediatamente después de transcurrido el tiempo enfríe el -

recipiente con agua fría. 

Filtre el contenido total (1000 ml.), del recipiente como se 

hizo con las muestras para cuenta total y de coliform~s, lle 

posite el filtro en una caja petri con medio TSA. 

"CQloque una cinta adliesiva al filo de la caja petri o ponga 

la placa dentro de una bolsa de plástico cerrada antes de i~ 

cubart parR prevenir que el medio se reseque en forma exces! 

va. 

Invierta la caja para incubación. 

Incubación: 

Cuenta ~otal: 30 a 35ºC por un mínimo de 72 horas. 

Cuenta de coliformes: 34.5 a 35.SºC por 22 horas. Si las --
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placas no pueden ser leídas dentro de las 24 horas después -

de la incubación déjelas incubando más tiempo hasta un máxi­

mo de 72 horas. Todas las colonins sobre las placas incuba­

das más de 24 horas deberán ser resembradas ~n caldo lactas~ 

do (y si es necesario, en caldo de verde brillante) como se 

describe más adelante. 

Cuenta de espora: 30 - 35°C 1 por un mínimo de siete d!3s. 

INTERPRETACION: 

Cuenta Total 

Cuente y registre el número total de colonias sobre el filtro. 

Si el número de colonia~ es tan grande que no pueda ser cont~ 

do, intente contar de 5 a 10 cuadrados sobre el filtro, prom~ 

die y multiplique por el número de cuadrados que tenga el fil 

tro. Registre la cuenta anotando la palabra Est. de estima­

do. 

Si a las 72 horas, las placas no pueden ser contadas, regis-­

tre la cuenta de las 48 ó 24 horas, anotando a un lado el - -

tiempo de incubación (horas) al que se leyeron las placas. 

Cuenta de Co~iformes 

Cuente y anote sólo el número de colonias de coliformes, 

Las colonias de coliforme3 tienen un co1or ros~ a rojo obsc~ 

ro, a veces con un brillo metilico verde dorado el cual pue-
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de variar de tamaao desde el centr0 de la colonia hasta ct1-­

brirla enteraraentc. Colonias que no presenten las caracre-­

riaiticaa arriba m~ncio11adas no ser5n consideradas colifor--

mes. 

Si ~xistiera 3le;unJ Ju<la sobre sJ una colo11ia es o no un co­

liforae, resiembre la colonia a un tubo con caldo de lactosa 

o i~ctibe a JO - 3~uC, r"r ll~ ~Í~lca ,!e 2~ l1oras. Si !1ay ~as 

pr~aente en el tubu d~ Dur\1am, resiembre a un cubo con caldo 

de v~rde brillante y bilis e incube a 30 - JSºC, por 48 ho-­

ras. Si hubiera gas presento denc~(, de las 48 horas la col~ 

nia se confirma como coliforme. 

Cuenta ¿~ Esporao 

an0t~ el t1Gmero de colonias. 

Prepare un (rcitis tefiidn al gra:~ <l~ todas la~ colonias. 

Si s6lo se observan cocos, levaduras o mohos, reporte la 

muestra como ne&ativa para formadores de esporas. 

Si se llegan s apreciar bacilos o cocobacilos, anote el nGm~ 

ro total de colonias sobre el filtro. Si la tinci6n al Gram 

demuestra que dichas colonias son Gram-negativas, no se re-­

quiere mayor evaluaci6n y la 1nuestra se reportar& como no -­

formadora de esporas. 

Si la determinaci6n de Graru es Gram-positiva o indetermina-­

da, resiembre una colonia en TSA e incube acr6bicamente a - -
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30 - J5ºC. Resiembre otra colonia en TSA e incube anaer6bic~ 

mente a 30 - JS"C. 

Observe las placas para ver si hay crecimiento después de 45 

a 50 horas, proceda como se indica m~~ adelante, dcspu~s de 5 

d!as de incubaci6n total. 

Si no i1ay cr~ci;ni~titu, r~siembrc una ~egunda vez en TSA e in-

cube esca segunda pl<lca y la primera por 5 dias. Si hay crc­

cioiento, prosiEa como se indica rn~s adelante, si no hay cre­

cimiento, el organismo puede ser considerado no formador de -

esporas, no se requieren m.:ís evaluaciones, 

Después de 5 d::í'.as de incubación exdml:H: el crecimiento poL· mi, 

cros~opia d~ contraste de fase 11s~ndo \Jna got3 de cultivo y -

coloc5ndola sobre un porta objetos, sd cul0c~ u11 cubr~objctos 

encica de la gota y se examina al microscopio bajo cot\trastc 

de fas~. 

Si el cultivo está ap~oximadamente 90~ libre de esporas, pro-

ceda como se indica a conLinuaciGn. 5¡ ~l ~ulti~o ~uc~tr~ m~ 

nou esporulaci6n o esporas inmaduras (principalmente dentro -

de las células), continúe incubando y reexamine a los diez -­

días. Si la esporulación es todavía inadecuada, reicube por 

un mínimo de 14 días de incubación total desde la incubación 

original. Si no se observan espoi-at-; después de 14 días, la -

muestra puede ser liberada como no formadora de esporas. Si 

huy esporas, se prepara un cultivo ~n un agar pnra esporula--
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ción y se deberá hacer estudio de tiempo para muerte t~r-

mica, antes du liberar el lote cuya biocarga antes de ester! 

!izar presentaba ~sporas. Es decir se deterrninar5 el valor 

D para dicl10 microorganismo, el Valor 0 121 : 

Si el valor D es menos de 0.5 el lote puede ser libera­

do. 

Si el valcJr 121 as mayor de 0.5 el lote debe ser coloc~ 

do en Recl1dzu. 

Lo anterior se ~f eccuar5 s6lo en caso de que la muestra cxc~ 

da ~1 límite <le 10 csporas/1000 ml. si no excede el límite, 

sn anotar5 en el reporte el nGrnero de colonias formadoras de 

esporas encontradas. 



AGUA DESMINERALIZADA 
AGUA DESTILADA 

J. 
100 ml. de muestra 
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CUADRO SINOPTICO 

1l IOCARGA 

SOLUCION 
DEXTROSA AL 5% 

_J. 
000 ml. de muestra 

i l Calentar 801>C. 
JO mi n. 

i Filtrar por mem­
brana 0.45 Enfriar con ngua ltelada 

/ ~ 
Cuenta Total 
sembrar membrana 
en placa de agua 
conteniendo 
TSA 

~ 
3 0-35ºC. 

48-72 hrs. 

Cuenta colif ormes 
sembrar membr~na 
en placa de agua 
conteniendo 
ENDO LES. 

® 
35ºC. 

24-72 hrs. 

J.. 
Filtrar por membrana 

0.45 

l 
Cuenta esporas 
sembrar membrana 
en placa de agua 

TSA. 

® 
30-35ºC. 

min. 7 d l.a e 



EVALUACION: 

Muestras Semanales (agua destilada y no destilada) 

Si las cuentas cxcCdcn los límites especificados en las ta-­

blas que se indicaron en la incroducci6n de esta prfictíca, -

lo que se haria en la l1LdU6tria Farmac~utica es: el sitio -

que dió fuera de límites debe ser remucstreado dos días -

consecutivos Je trabajo, to?ando inicio el día que zc ~upo -

del fuera de límites. 

Si el equipo no esti en uso (por ejc1nplo. deionizndores, -­

d cstiladores, etc.), la muestra debe ser tomada el primer -

día que es pucst3 en servicio y a]. dia fiiguientc. Si una o 

ambas de las repru~bas CRt5n dentro de irmitcs, no rcqui~ 

ren m&s muestras. Si las tres Dtuestras consecutiv3s est5n -

fuera de límites. se deber& proceder coa10 se indica en la -

parte de "Acciones''~ 

Muestras Diarias de Agua Destilada 

·si las mucstraa exceden los l:lmi tes e.¡;pecificados en tres --

dras consecutivos se proced~r¡ cowo ludica en •1Acciones'' 

Muestras de Soluciones sin Estecilizar (Biocarga) 

Cuando se encuentra uua cuenta f11era de límices, ae deber&n 

re.visar los diez lotes p::-evios~ Si más de uno de los diez -

lotes previos de este tipo de producto entuuo fuera de 1imi-



tes,existe una condici6n de alerta y se deber& llevar a cabo 

una acci6n inv~stigadora como s~ indica mis adelante. 

ACCTONES 

Fuentes de Agua No Destilada 

La planta debe limpiar o saniti~ar al equipo involucrado de 

acuerdo a la especificación apropiada o al procedimiento es­

tándar de operación que aplique dentro de los 5 días después 

de la tercera falla. Después de la sanitización remuestree 

el sitio en tres dias consecutivos para verificar que la con 

d ición fue corregida. Si no se corrige se repetirá la lim­

pieza y la sanitización hasta que tres muestras consecutivas 

den dentro de límites. 

Agua de Enfriamiento d~ los Esterilizadores 

Autoclaves con circuito cerrado: cheque todo el circuito de 

recirculación de la agua de enfríameinto 1 incluyendo los in­

tercambiadores de calor para posibles fugas. Examine las -­

grificas de temperatura de un circuito cerrado para posibles 

anormalidades. 

Autoclaves con circuitos abierto: no se requieren repruebas 

para cuentas fuera de límites. Si la ocurrencia de las mue~ 

trafi fuera de límites es baj~, trate de identificar y corre­

gir la íuent~ de la cu~nta alta. 



Fuentes de Agua ·Destilada 

Limpie o sanitice de acuerdo a la especificación apropiada o 

procedimiento de planta dentro du las 24 horas después de la 

tercer falla. Si la muestra del d!a siguiente revela un fu~ 

ra de límites, repita la lirnpiezn y s~nitización dentro de -

las 24 horas. Di la segunda sanitizaci6n no corrige la si-­

tuación ponga fuera de servicio el sitio en cuestión hasta -

que sea corregido. 

Muestras de Solución sin Esterili2ar (Biocarga) 

Investigue posibles fuentes de la condición fuera de límites 

auditando los procedimientos de limpieza del equipo de mez-­

clado y llonado, de manufactura y del personal. Se tomarán 

muestras microbiológicas del equipo si se requiriera. 

5. REGISTRO Y ORGANIZACION DE DATOS 

Reporta los resultados de forma que se incluya la siguiente 

información: 

Sitio de muestreo 

Fecha de muestreo y feCha de aná1isis 



Volumen probado 

Pruebas realizadas (TC, CC 1 SC}. 

Tiempo de incubaci6n y temperatura 

Resultados d~ c11enta/volumcn probado 

Tinción de Gram, si se requirió 

Disposici6n (pasn, reanfilisis, rechazo) 

Resultados de la muestra de reprueba y documcncaci6n --

de la investigación ~i "e r--::q 1:ierc. 

Firma de la Persona(s) que realiz6(aron) el anSlisis. 

Firma del supervisor. 



6. ANALISIS DE RESULTADOS Y CONCLUSIONES 

La importancia de esta práctica en sí, radica no en técnica -

de filtración por membrana sino más bien en la panorámica que 

se trata de dar al alumno acerca de lo que ocurre en la indu~ 

tria farmac~utica. Aquí se l1an dado los lineamientos que mSs 

o menos se deben de seguir en un sistema de agua de una f5bri 

ca farmacéutica pero debe hacerse notar que cada compañía te~ 

drá sus propias especificaciones, sus Propios procedimientos 

y límites de acuerdo a sus instalaciones, equipo y productos 

que manufactura. En esta práctica se habló en forma general 

por lo que es muy posible que el alumno tenga muchas dudas -­

por lo cual se recomienda hacer una sesión de preguntas y rcE 

puestas en que todos los alumnos participen y el maestro acl~ 

re sus dudas. donde se contesten preguntas tales como las que 

planteo a continuación y donde se clarifiquen algunos térmi-­

nos muy del uso farmaceutico y que no son del dominio de los 

estudiantes. 

lQue es autoclave? 

,L·Qué pasos generales conlleva un proceso de esterilizaci6n al 

vapor? 

¿Qué tipo de contaminantes se pueden encontrar más comGnmen­

te en el agua? 

¿Qu~s es un procedimiento est3ndar de operaci6n? 



tQu~ son l3s Buenas Pr5cticas de ~!anufaccura? 

¿Por qué deben monitorcar los sumi11istros de agua no dest~ 

lada aunque no se usen directarnc1:tc un la fabricaci6n? 

¿Cu~! es la finalidad de un filtro du carh6n en un sistema de 

purificaci6n du a~;ua~ 

¿Cu&! es la finJliJaJ de un filtro o arena? 

¿Qué es un dcioniz~dor? 

¿qué es suavizador? 

¿En qu~ cu11sistc un eq~ipo de 6smosis inversa? 

¿c5mo se determina el Valor D y explique ct1al es su importan­

cia? 



7. BIBLIOGRAFir'\ 

- Crabbe 1 D.; A Double pass reverse osmosis systcm, In­

dustrial Water Engineering, Dec 1976 

- Desessa 1 P.A.; Thc Crncrnlio11 o[ Pl1armaceutical Grade 

Water bv Distillation. Pharm. Tccl1. 4: 103-112 (Nov) 

1980 

- Eisman, P.C.; The Bacceriological nspects of deionized 

~, J. Am Ph.Jrm. Assn. 

Giorgio, R.J. Considerations in tl1c dcsign uf l10L cir­

culating water far injection svstews. Pharm. Tccl1. 2 : 

19-24 (Doc) 1978 

- GMP Report. Plant Sanitation Program, Vol 2 No. 

19 81 

- Cardan, }l.R.; Process Water, Costnetics & Toiletrics, 

Vol. 98 April 1983 

- Hcyl, H.; Dcionized Water in Pharmaccutical I'lants: An 

assential rc9uiremcnt. Pharmaceutical Engincerin~. 

March/April 1983 

Hill, R. W., Water in the pharmaceuticals and cosmctics 

industries, Manufacturing Chemist & aerosol news, Hay 

1981' p. lil-43 

- Klink, A.E •• Artiss, D.H. Good Manufacturins practices 

far Water; Classes, Methods of Manufacture, Testing re 

quirements and intended uses. J. Parenter. Drug Assn; 

32:5 (Sep-Oct) 1978 p. 226-235, 

Kuhlman, H.C., Technical processes in the production 

of water for inhection; J. Parcnt~ral Science and 

Technology, Vol. 35, No. 2, Harch-April 1981 p. 54-59. 



73 

- Nebel, Carl f:. 't'heresa; Ozone, the process water stcri. 

lant; Pharm, Mfg. April 1984 p 15-23. 

- PMA, Procecdings oí the PMA Water Seminar Program 

Jan-Feb 14?82 

- Rechen, H.C.; Millcr, R.T.; Dl~Sign Consi<lcrations for 

a Pharmnceutical - grade RO.-DI ~atcr purification 

~.0_; P & ~\ C lndustry; Se:p-Oct 1983 

- RechL'n, H.C., Thc Rol~! of_~_l-trafiltration in Lhc .I!..E....9..=. 

d u e t i 9 n o f :J v ro 1~ en- 1 re L~ p 11 r i. [ i L' <l :: a t l' r ; P h ar e :·l f ¡.; ; - -

Scp 19"3.'1. 

- Rechen, H.C.¡ \..'atcr for Tnicctinn in cievice M.:lnu(actu 

~; i-Jlj [,DI, ~l:i.y \<J[J.l p. J7-!1l, 70-72. 

- Scruton, S.H.; Up-r~r•~o,.,·ater puri.tv for 111anuf3ctu­

rin"' no11stcr_:i.l_~~~~5_i:t ical proJucts. l'hann. 'fcch. 

4: 39-42 (Jul) 1980 

- S t a el n i ~ k y , ~¡ • ; Re v_•:.E .. .:~~.~:-·.2~.i_:_~~l~!l-':0:_.g_f: .. Y ;i nd S v s t t.: m D 

for Wntcr purific;1t.i.0~1_. l'har;;1. t;n 1;r.; :-L1.rch-April 

1984 p. 34-37 

- The Cosmetic, Toilctry and Períllmery Assn.; ~~ 

ded microbiological l imit ~ & ~idelincs to microbio lo 

gicnl Ounlity Control; .luly 1983 

- United States Pl1armacopeia, USP XXI 

- Vlasak, F.J. Production> Storage and Quality of 

Processed Water, PMA Intcrnatíonal Technical Committee 

meeting; September 1981, pa¡;c 1-10 



PRACTICA 11 

PRUEBAS MICROBIOLOGICAS PARA 

ANALISIS DE AIRE 

l. INTRODUCCION 

La limpieza es crítica para la calidad de los productos, pa­

ra la productividad de la compafira e incluso para nuestra -­

propia salud y seguridad. 

El t~rmino ''limpio'', significa mucha m's que libre de conta­

minación visible como es el polvo, pelusas, pelo, vidrio,etc. 

11 limpio 11 cambi¡n significa libre de contaminantes invisibles 

cales como microorganismos (bacterias, hongos, virus). 

Uno de los principales retos de GMP's (Good Manufacturing 

Practices - Buenas prácticas de manufactura) ,es entonces de­

fender los productos manufacturados en la industria farmac&~ 

tíca de ambos tipos de contaminación: partículas y microorg~ 

nismos. 

El acta federal de alimentos, drogas y cosméticos estaólece 

la importancia de defender los productos farmac~uticos de la 

contaminación en sus secciones 402(a) (4), .secci6n 501 (2) -

(A), y sección 601 (a) donde: 11 Un .alimento, droga, equipo o 

·cosm6tico scri considerado dd~lterd<l<> ~i l1d siJo pccp;1rado, 

emp~~a<l<1 o moncenid0 en co~dir·iun~s no &nnitarias donde pudo 



J1aber sido contaminado por sucie~Jd o pudo haberse tornado -

dafiino para la salud''. El diccio11ario cst~blcce qua algo se 

ha vuelto contaminado cuando ''se ha vuelto impuro o inadecua-

do por contucto o Dc:<:cla con algo sucio o malo, etc." 

Poni~ndolo de una manera mis simple, la contaminaci6n puede -

ser definida cumo la presencia d~ cualquier sustancia no de--

s~able en un si~tc~J o prouucto, 

La contacinaci6n pue<i~ prcsentars1! J0 muchas maneras. Dos de 

las formas rniis comunes son: concaminaci6n con partículas y -

conta~inaci5n ~icrobia11a. 

Simplemente significa que un prodticto ac ha tornadu i1npt1ro 

por la presencia de cualqui~r pdrt!cula que no pertenece a ~l, 

por ejemplo el pol,ro, .->ucie<la<l, pelusas, fibras e incluso el 

cabello son todas causas potenciales de contaminaci6n con PªE 

tículas. 

La contaminaci5n con partículas prusu1\ta tres características 

qu~ la hacen bastante dificil (le controlar: 

1) La presencia universal de 1as partículas. Prácticamente 

todo tipo de material puede degenerar n forma de partíc~ 

la y ser distrib11id~ ~ :r~v6~ J~ LuJJ una planta farma--

céutica por las corriente~ d~ a¡r~. 

He aquí aleunas de la~ narcfculas trpi~us que puede11 s~r 
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encontradas en cualquier planta farmac~utica: 

TIERRA 

POLVO 

ARENA 

PELUSAS 

POLVO 

CABELLO 

ACEITE 

FIBRAS 

DESCARGAS DE ESTORNQ 

DOS Y TOS 

PARTICULAS METALICAS 

HUMO DE TABACO 

2) El inmenso nGmero de partículas. El ambíentc de una 

planta típica puede contener de 200,000 a 10'000,000 de 

partículas por pie cúbico de aire. 

Para una planta que tenga cerca de 1 '000,000 de partícu­

las por pie cGbico de ~irc~ la r~rnoci6n del 99: de las -

partículas por filtraci6n todavía dejaría un residuo de 

1 1 000 partículas por pie cúbico de aire, que serían cau­

sa potencial de contaminaci6n de producto. 

3) El amplio rango de tamaño de partícula. Algunas partíc~ 

las pueden ser obseradas a simpl~ visea mientras otras -

deben ser detectadas y analizadas con equipos e instru-­

mentos de medici6t1 muy sensitivos, incluso algunas part! 

culas necesitan ser examinadas bajo microscopio. 

Estas tres caracterÍ8tica:; tiOll la:; qut! hacen de la cont~ 

mínación con partículas, una constante amenaza para la -

calidad de los productos. 

Contaminación Microbiana 



Como ustedes saben, es causada por la presencia de micro 

organismos, los cuales tienen la capacidad de multipli-­

carse r5pidamcnte y con ello ocasionar que los productos 

manuf~cturados en una planta farn1ac6ucica se conviertan 

en dañinos para la salud. 

Los microorganismos forman parte normal de nuestra vida 

diaria, est5n con nosotros Jondtquiera, el aire, el -

agua, el suelo e incluso en nosotros mismos. 

Si los microorganismos tienen los nutrientes necesarios, 

la adecuada cantidad de humedad y la adecuada temperatu­

ra, se pueden uiultiµlicar muy r5pidnmcnte, tan r5pida~eE 

ce que sólo una bacteria puede producir otras 281 billo­

nes en sólo 24 horas. 

Mucl10~ d~ los microorganinmos ~on Gtiles para Jos seres 

humanos ya que se usan en la manuf actur~ de antibióticos 

productos alimenticios de consumo <liaría y en las bebi-­

das ulcohólica9. 

Sin embargo, es un hecho que algunos tipos de bacterias 

pueden causar enfermedades e incluso la muerte. El gén~ 

ro Salmonella es un buen ejemplo. La Salmonella puede -

causar fiebre Tifoidea o enfermedades intestinales se- -

rías, las cuales pueden ser fatales. 

Dado que no es inusual encontrar algunos de estos tipos 
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de bacterias en el ambiente normal de una planta, se deben -

proteger los productos de la contaminaci6n estableciendo un 

programa de sanitizaci6n que prcgenga el que los microorga-­

nismos puedan obtener los nutrientes necesarios, la liumedad 

requerida y la temperatura adecuada para reproducirse y mul­

tiplicarse. Por ejemplo un sistema de transporte de líqui-­

dos conectado a un tanque y a u11a línea de llenado y empaque 

puede r5pidamente llegar a estar contaminado con bacterias -

a menos que sea adecuadamente limpiado y guardado de acuerdo 

a un procedimiento escrito. 

Es necesario r~curdar qt1c el grado de 1'limpieza o contamina­

ci6n" de un sistema o producto no puede ser siempre definido. 

Siempre hay algo de contami11aci5n en cada objeto que maneja­

mos, en el aire que respiramos, en el agua que bebemos. 

Las partículas y los microorgnnismos csfán presentes en cada 

sistema de cada planta y pueden potencialmente contaminar -­

los productos que se manufacturan. 

Existen cuatro veliículos mayores portadores de contaminaci6n: 

AIRE 

AGUA 

SUPERFICIE 

GENTE 

El motivo de esta práctica es precisamente acerca del vchícu-



lo número l. el AIRE. 

ESTA 
SAWI 

Tf~;1s 
Uf í.~ 

rW !!f3E 
¡¡¡¿{;,_¡¡: fEGA 

El aire cst5 alrededor de nosotros~ lo respiramos a un prom~ 

dio de 12 a 20 VC!Ces por minuto. Sin él no podemos vivir~ -

las pLtntas pueden crecer, e 1 fu ego no ardería y nosotros 

algunas veces no repararnos en €1 porque no podemos verlo. 

El 11 AIRE" se dl.!fine como un¡] 7Tlr.zeL.1 invisible de gasf'!5 (ni--

trógeno, uxígeno, hiúrógeno, di1)x1do de carbono, argón, he--

lío, C'tc), el cuaJ rodea a la ticrr.J.. 

En esta pr.íctie:..1 no.·;otros v'i~os .__¡, Jr..::finir .i.l airt:! como un v~ 

htculo par,1 1:1 cuntaminaci6n. 

El air~ no ~~ u11 medio c11 al í_UJl 1:1 contaminaci6n pueda --

cre1:er. Si?1 emb;irgo, c~s un p1..:Ji1;ro dcurre.:::idor de contamin:i-

ción. El polvo y las mintíscula~ _suta::.; de agu.~. las cuales -

pueden estar contaminadas con microorganismos~ son las fuen-

tes primarias dA contaminaci5n que usan al aire como un vehf 

culo para atRcar lo~ ¡1rodl1ctos qli~ ~e manufacturan en 1Jna --

planta farmacGutica. 

Por ejemplo, gotitas de ag11a contaminadas estan constanteme~ 

te· siendo introducidas en nuestro lugar de trabajo provenien 

tes de nuestr.'i t:r<'!l?.to rcsplL'<.1locio cuando tosemos, hablamos 

o estornudamoq. 

Por esa razdn todas las plan1·as fJrmacGuticas deben examinar 

todas las variadas form.1S en las que el "aire" puede aca----



rrear contaminaci6n. Se debe controlar y filtrar el aire de 

forma en que se roinimize la probabilidad de contaminación 

del product-o. 

¿Cómo se controlan los contaminantes del aire en la indus---

tri a fa rma e éu ti e a? . ¿Qué tan "limpio" debe ser ese aire?. -

Bien, las respuestas a esas dos preguntas dependen principa~ 

mente del tipo de productos que se manufacture en la planta 

farmacéutica, Sin e~b.:J.rgo, aquí expon"drem"Os brevemente unos 

pocos métodos para controlar los contaminantes en el aire. 

AREA LIMPIA 

Uno dü los métodos 

Una área limpia es 

llamado Art:!a Limpia o Cuarto Limpio. -

5rea cerrada que controla la mateia 

particulada pres~nte ~n ~1 aire. 

Esta es la estrategia más cfioi8ntc para dcf ender los pro<lu~ 

tos de la contaminación proveniente del aire. 

El t.s tándar federal 209B, "Requerimientos de áreas limpins y 

estaciones de trabajo con ambiente controlado'', es un docu-­

mento importante para ente11<lc1 lo~ principins d~ un irea li~ 

pia y nos proporciona una base para co~~arar loq grados de -

control de particulao sin importar el disefio del ambiente -­

limpio. 

Las arcas limpias diseñadas bajo las normas del estdndar <le­

ben ser capaces de cumplir ~l menos 11na de las siguientes el~ 
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ses: 

CLASE 100 - El conteo de partículas no excede 100 partícu-­

las por pie cúbico de un tamaño de partícula de 

0.5 micrones o m5s grandes. 

CLASE 10,000 - El conteo de particulas no excede un total 

de 10,000 partículas por pie cúbico con un 

tamaño de partícula de 0.5 micrones o mús -­

grandes .. 

CEASE 100,000 - El conteo de partículas no excede en total -

de 100.000 partÍC\1las por pie cúbico con un 

tama5o de partícula de 0.5 micrones o m~s ~­

grande. 

F lLTRAC ION 

Es la base del control. ambiental, la· remoción de partículas 

del aire~ es usualmente llevada a cabo por f~ltraci6n, prec~ 

pitaci6n elcctroest5tica o por lavado del aire (dond~ el a! 

re. es pasado n tra'\/<!s de una regadera de agua).. La filtra-

ci6n es el medio mis eficiente de controlar 1a calidad del 

aire. Es el bloque bfis~co de construcci~n sobre el cual Pl 

concepto total del. control ambiental se levan"t.a. Una compa­

ñía farmacéutica debe contar con pcr!3onal. que tung.-i la com-­

prensi6n bfisica de los principios <le fíltrnci6u~ gradou de -

filtro y capacidades, auí corno matod~6 par~ co~1parar el de--

·:_:·sempeño de diversos fi~t.ro~;. 



Por ejemplo, uno de los más comunes sistemas de filtraci6n -

de airri el que produce un flujo laminar. 

Un sistcoa de flujo laminar es el que define como aquel en -

el cual el aire entero dentro de un área confinada se mueve 

con una velocidad uniform~ a lo largo de irneas paralelas de 

flujo. Los sistemas de flujo laminar son capaCQs de lograr 

5reas limpias clase 10,000 y clase LOO. Este tipo de siste­

ma es muy usado en el llenado as€ptico de inyectables y de -

otras formas farmacéuticas que requieren ser tratadas bajo un 

ambiente controlado. 

En los sistemas de flujo laminar se usan filtros !IEPA (high -

efficicncy particulate air) los cuales tienen índice de -­

eliminaci6n de partículas extre1nadaruentc alto (con cficien-­

cias mayores de el 99.97%). 

En adiciGn a su eficiencia, el comportamiento de un filtro 

está influenciado por su capacidad para retener partículas 

despuGs de su deposici6n y por su capacidad de retener polvo. 

De otra forma la r5pid3 obstrucci6n del filtro, aunque fuera 

altnmente eficiente. lo haría inadecuado. 

La~ características del filtro que afectan la rentenci6n y la 

saturación del mismo son: 

l) El tipo de filtro (mo11ofilamcnto vs. alta vap) 



2) El diámetro de la fibra (mayor área superficial) 

3) El ensamble de las fibras (un filtro de tela coherente 

se satura m5s rSpidamentc que un filtro de tela mate -­

floculenta). 

4) Lo porosidad del ensamble de la fibra (compare el fil-­

tro de extractor de un;t cocinn contra un [j ltro indus-­

trial <le alta eficiencia). 

5) La profundidad mcd ia del filtro (el aumento en la pro-­

fundidad mejora. la probabilidad para la deposici6n por 

inercia, difusión, interrupción, etc.) 

En la industria. farma.c~utica se usa as! mismo aire comprimi-

do para ciertas m5quinas y ciertos usos> como son las sople­

teadoras. Recordemos u11a. vez mis que las part!cul~s de pol­

vo prc5entes en el aire contienen microorganismos. Por ello 

es muy importante en cualquier compafi!a farmacéutica efec- -

tuar un monitoreo constante tanto del aire ambiental como 

del aire comprimido que se usa en la planta y que está en 

contacto directo con el producto. 

En esta práctica el alum~o ~crá capaz.de definir las mues- -

tras de aire que requieren ser analizadas para dcterminaci6n 

de la calidad microbiol6gica y conocer5 los procedimientos -

para el muestreo con sus correspondientes m€todos de prueba. 



En es~a práctíca se dan los líneamisntos generales para el -

análisia microbiológico del ~ire. Donde luego en cada comp~ 

ñía farmaceútica los procedimientos pueden variar de acuerdo 

al tipo de medicamentos que produzca y dependiendo de las -­

instalaciones que tenga. 

3. HIPOTESIS 

Como el aire es uno de los principales vehículos de contami­

nación (microbiana y de partículas) al exponer placas con -­

medio n11triente d'...lrante un tiempo dt!terminado, los microor-­

ganismos caerán pot· gravedad (plac.:!s de e;!posición) o por --

efecto de la. succión (:nucr; t~·(·,1<l1ir'• ;· ob~cr~arJ crecimLe,1-

to proporcional ~l grado de c0nt~1mina~i6n presente, se obseE 

var~ cayor nGmero de colonias si el aire ett5 muy contat1ina-

do y menor nGn1ero de color1ias si •~l aire est5 rufis limpio. 

4. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL 

4.1. Material: 

Muestreador de aire comprimido 

Medidor de flujo marca Dwyer MMF-100 PV, Dwyer VFB-67 O 



Owyer de las series RMB o equivalente. 

Muestreadores de aire ambiental. Use uno de los siguie~ 

tes: 

Slit air sampler, New Brunswich Scientific Model STA-

203 ó STA-303. Use cajas petri de 150 x 15 mm. con -

agar TSA Anderson reusable two stage air sampler, modcl 

10-850. Use cajas petri de 100 x 15 mru. con agar TSA. 

Casella Bacteria Sampler MK II. Use cajas petri de --

100 x 15 mm. con agar TSA .. 

_ Biotest RCS centrifuga! air samplcr (article U 940010), 

Folex biotc5t-Sl1]11eusner Ic., calibrado segG11 las ins-­

truccioneG del fabricante. 

Pl.acaR <le exposici611. Use placas de pctri de 100 x 15 

mm. con agar TSA. 

'"·2· Medio cerebro-corazón o NaCI ~· (dependiendo del mC­

todo usado) 

Celosa con peptona digerida Je Caseína-Soya 

p. ej. Trypticase soy agar (BBL) 

Tryptone soy agar (OXOlD) 

Tryptoc soy agar (DIFCO) 

Gelosa con peptona de caseíua y peptona de hari­

na de soya MERCK 



4.3. Sitos de muestreo: 

Aire comprimido 

Una muestra al mes en la cabeza principal del filtro 

primario Je distribución. L'Ímite - O UFC/10 ft
3

. 

Una ruuestr3 al mes de cada punto en donde haya contacto 

con el producto y en cada esterilizador de vapor. Lím_i 

te == 

Después de l:r i.n!".tal.1t:ión del f:i.ltro primnrio y de ·la --

prueba ~t(• i.~ltf.:gridad (filtro nuevo o chequeo anual) se 

requiere una inuestra aceptable antes de liberar el sis-

tema. 

Aire Ambicnt3l 

Cada cuarto d~ llenaJo y mezclado (para proudctos etiqu~ 

t.ados cerno •2st:éri.les) :· un11 muc~tra a la semana. Líroi--

tes por procedimiento estindar efe cpcraci6n basados eh -

normas establecidas. 

Otras áreas microbiológicamente controladas en la plan--

ta. Cada áreil una vez al mes. Límites por proced imien-

to estándar <le operación basados en normas establecidas. 

Labora cario Jon<lc s~ r~aliza prueba de esterilidad: ttna 

vez al mes. Límites por procedimiento cstfindar de ope-

raci6n basados en normas establecidas. 



Campanas de flujo laminar y de llenado as~ptico: una -

muestra a la semann. Límite - 1 UFC/10 ft
3 

6 20 UFC/ -

placa de exposici5n (total de todas las placas usadas). 

Se requiere calificación para las siguientes instalaci~ 

nes o modificaciones. Las muestras deben estar dentro 

de límites en tres días consecutivos o en 4 de 5 mues--

tras: 

Nuevas áreas microbioJ6gicamente controladas en --

complejos de rnezclado-lle11ado. 

Modificaciones las cuales p11cdan afectar la cali--

dad micrul>ial6gica d~l suministro de aire (p.ej. 

cambio de filtro), 

Procedimiento de mues creo para aire comprimido: 

Se deberán usar anteojos de seguridad a través de todo 

el procedimiento. 

Si el medio o la solución salino no f~eron esteriliza--

transfiera 30 ml. al ~uestrerrdor (ver figura 1 para di-

bujo dei ouestreatlor)e 

Desinfecte con flama el sitio de muestreo. Si la desi.!!, 

fección con antorcha es prictica, desinfecte profun-

<lamente el sitio de muostreo usando un trozo de cela l~ 



bre de pelusas y alcohol al 70% o ísopropanol (el cual 

ha)rn sido filtrado a travCH de membrana de 0.45 mm. de 

poro y guardado as~pticamente). 

Parcialmente abra la v&lvula de aire comprimido para -

obtener :n.1f ic icnte flujo de aire para efectuar la prue-

ba. 

Permita fluir el aira por cerca de un minuto antes de -

muestrear. 

Con el ai.re todavía fluyendo, rcflamee la coneccíón. 

Cuidadosamente remueva el papPl del tubo lateral y asl!E_ 

ticamentc conSctele al medidor de flujo. Coloque u11a -

pinza de control de flujo a 11no de los brazos del conc.c 

tor en "Y 11
• 

Conéctelc el otro brazo clel conector en "Y 11 (tuho ele en 

tra<lai al sitio o salida d~ aire comprimido que se va a 

muestrear. 

Lentamente cierre la pinza controladora de flujo, hasta 

3 
obtener un flujo de 1 ft /min. y muestree durante 10 mi-

nutos, o si se usn el LlUestrcador Millipore, ajuste el -

flujo a 12.5 li.tros/min. y m11estree por 23 minutos. 

DespUéR de que haya t.rnn!-lcurri.do el tiempo rle mue~trco • 

coloque una. pinza en el tubo de entrada e inmediatnr.-ien-
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te retire el tubo de la salida de aire comprimido. cie-

rre el tubo de salida y cierre el suministro de aire. 

Para sitios de muestreo que muestran una historia con--

sistente de no crecimiento se puede incubar el mueGtr(~~ 

dor completo de J0-35ºC, por no menos de 72 horas (sic~ 

pre y cuando se l1aya usado el medio cerebro coraz6n). 

Alternativamc>nte se pui::Úl~ filt.rar el medio o la solu---

ción salina a trav-es de una membrana de 0.45 mm. enjuE_ 

gue el muestre3dor con medio o con agua ~st~ril o con -

solución salina estéril y filtre a través del aparato 

de filtración apropiado. Incube de 30-35° C. durante -

72 horas. 

Despu~s de la inc11baci6n observe las placas para ver si 

hay crecimiento y reporte como cuenta total por 10 ni.es 

cúbicos de aire. 

Tubo de entrada 

Conect3r a la~~ 
salida del aire ~ 
Comprimido. 

FIGURA No. l 

Tubo de salida 

con pinzA ront'!"'n 

!adora de flujo. 

~ Al medidor de -­

flujo 

de medio cerebro 

co~azón o sol s~ 

1 ina. 
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Procedimiento de muestreo para aire ambiental 

Usando rn11e~treador de aire ambiental 

Sature un~ ~ervillcta de papel con alco11ol al 70% y limpie 

la superficie i11terior de la cubi~rta de plJstico 1 la supe~ 

ficie da la torruanesa y la salilla de la rejilla del mucstt·c~ 

dar. 

Coloque y cierre 1.1 ct1bi~rta dentro de posici6n. Conecte -­

el muestrcad0r a 11na bomba de vacío t1sando el tubo du lacex 

apropiado. 

Coloque o ajuste el ciclo d~ rotaci6n para 60 1ninütos. 

Encianda la bomba y ajuste el flujo con la v5lvula de aguja 

a 1 pie cGbico por minutu y pe~wiLa r¡u~ fluya ?Or ~no o do~ 

minutos. 

Remueva la cubierta (tapa} de la cajn petri de 150 x 15 con 

agar TSA y coloque la caja pctri en la tornemesa. 

Vuelva a colocar la cubiertil del 111l1e~trcador a ajGstcln en 

posición, 

Eleve la tornamesa para asegurar que el agar se encuentra a 

la distanci~ apropiada de la ranura (rejilla) 

Ajuste el controlador de tiempo para 60 minutos. 

Despu~s de ~ue tlaya tra11scurrido aproximad;1ment~ la rnirnd 

del tiempo de mue~tr~o, 1~u.~vJ el n¡ucstr~3dor a o~ra 
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localizaciGn dentro de la l1abitaci6n. 

Cuando el período de muestreo se haya completado, haga 

descender la tornamesa, quite la cubierta del muestre.!! 

dar, retire la caja petri y tápela. 

Incube Ja caja pctri a J0-35º C por un mínimo de 72 ho-

ras. 

Observe despu~s de 24 y 48 l1ora~. Cuente a 24 y 48 h~ 

rae si anticipa que puede haber sobrecrecimiento. 

Reporte las cuentas de microorganismos por pie cúbico -

de aire. 

Usando Placas de Exposición 

Exponga placas de agar cot1 TSA de 100 x 15 mm. en la -

habitaci5t1 qL1e se va a monitorear durante una hora. El 

número de cajas pe tri y J :i l nc.::li:::oc.i.ú'u dentro de la h.1 

bitaci6n debe estar eRtablccido en Ut1 procedimiento es-

t~ndar de aperaci6n de la planta farrnac~utica. Las 

placas rie exposici6n deben estar colocadas de manera 

que estén completamente libres ill ·1mhientc. 

(Por ejemplo 

etc. y donde 

c~das con agua). 

colocarlas bajo equipos, anaqueles. 

vayan a ser f5cilmcnte pisadas o salpi-

El tiempo de expoGici6n puc•cln seT reducido ai la expe--



ricncin muestra que los rccultados de una hora arrojan 

cuentas de incontables. 

Incube ]as placan de agar a 30-35ºC. por un minimo de -

72 horas. Observe! después de 24 y 48 horas. Cuente a 

24 y 48 horas sí anticipa que puede haber sobrecrcci- -

miento. Ct1entas gsti~adas se considerarán aceptables 

s&lo ~i la C\l<!nta Je 72 horas no es cuantificable. 

Evaluaci(Ín y a ce iones 

El prop6sito de cuentas microbio16gicas de aire es el 

determinar. el ~~rada de contnrninaci6'n a la cual el pro­

ductos ost5n expuestos. 

Los limites para cada &r~o deben ser establecidos por -

un procedimiento est&11dar de ~peraci6n de la planta de 

acuerdo <l la:::. ncc.::siUat!cs e hi~~ torial de la planta. 

Si dichos límites son excedidos y confirmados con una -

mucscra de rcprueba 1 se debcrS llevar ~ cabo una inves­

tigaci6n. los filtro~ de 3irc deberfn ~er inspecciona­

dos, se deberán evaluar los procedimientos de limpieza 

y se inv~~tigar5n otras posibl~s fuente de contamina---

ción. 



Aire comprimido 

Si se encuentra una cuenta que excede los límites esta­

blecidos, inmediatamente repita la prueba, si ambas es­

t5n fuera de límites el filtro rnicrobiol6gico debct5 -­

ser reemplazado dentro de las si~;uicntes 24 horaB. De~ 

puis de la instalaci6n del filtro, repita la prueba pa­

ra asegurar que la condici6n ha sido corregida. Si el 

reanálisis estd <lt!utro de l.i'.mites, !.!l :>istema puede. ser 

liberado. 

En esta pr~ctica se deja a criterio del alumno el mues­

trear un sitio donde haya una loma <le aire comprimido, 

as! como el colocar placas de exposici5n en algGn sal6u 

de e:lases, en aleún laboratoi:-io, en el metro, útC., pa­

ra que se familiarice con los mitodos ya que no va a -

ser posible que lo haga en un sistema real de la indus­

tria. Aquí se pretende que se entere de lo que pasa en 

una planta farmac6utica y que conozca los mGtodos, 4UI1-

que los ensayos que se realicen en las §reas elegidas -

por Sl Sreas de ambiente controlado. 

5. REGISTRO Y ORGANIZACIO!I DE DATOS 

Reporte los resultados de forwu que se incluy3 la siguiente 

información: 

Sitio de muestreo 



Fecha. de muestreo y fecha de prueba~ 

Volum.;n probado 

Tiempo de i!"lcub.J.ción y temperatura 

Rcsul tados 

Disposición: l'asa - Falla - RennSlizis 

Firma de 1~1 r•1·r~onn qur~ rc::i.! i~S 1.1 pru~~ba 

Firmn de 13 p01·so11a qt1c verificS 

6. A~ALISIS !JE kEªUf.T~DOS Y CONCLUS!O!~ES: 

Ln importancia <le est.2 práctica, ·ll igu.:11 que la anterior. 

radica en rpH• SC' ~!~ato.:..u JC! .~.11 Lo•1 J.ine.J.miento~ al :Jlumno -­

sobre los reqt1criwicntos 1f1~ aire c:omprimillo y aire anbiental 

una wisi6n de LaM razones que f1accn n~c¿sario lltl monitorco -

de aire en un lugar donde se n1anufact11ran medicamentos cnn -

finas <l~ vnlidnciGr1 y de Haber el ~rada de contamínaciGn aJ 

que estfin cxp11estnG los pro<luct0s, ya que es el ~onitoreo 

constante lo que hace y g.1r,·¡nliza que dichos produccos no 

van a ser <laiiinos o perjudiciales para los pacientes. 

Se rPcomienda l1accr una s~~i6n de pregurit~s con el maestro 

para hacer mJs claros algunos cnnceptos en los que haya que­

dado duda. 



¿QuG es un filtro HEPA? 

¿En qué casos se usan áreas de ambiente controlado? 

¿Cuil es la diferencia entre aire ambiental y aire co~ 

primido? 

icGmo es posible medir ln cantidad de p~rtículas por -

pie cGbico e11 un 5raa? 
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PRACTICA 4 

DETERHINACfON DE LA POTENCIA DE UN ANTIBIOTICO 

DETERHINACION MICROBIOLOGICA DE LA ACTIVIDAD DEL ANTIBIOTICO 

RlFAMI'ICHU\ 

~!E"[OOO TURB!D!METRl~O 

l. INTRODUCCION 

Tradicionalmente los antibi6ticos e~tán definidos como sus-­

tancias químicas producidas durante el metabolismo de alg\1--

naz especies de microorganismos (tales como hongo.'.:>, actinom.i. 

cet:os '/' bacterias)~ qi1e poseen la proriicdad de inhibir el -­

crecimiento de otros microorganismos, llegdndo incluso a de~ 

truírlos. Sin embargo, en la actualidad no es tarea f6cil -

establecer los límites para el tGrrnino ''antibi6tico 1
'. Aun­

que tradicionalmente los antibi6ticns han sido diferenciados 

de los agentes quimioterap&uticos, la síntesis química de -­

nuevos antibi5ticos ha obscurecido la distinci6n. Así mis­

mo el t¡rmino ''antibi&tico'' ll~bía sido usado para incluir 

sustancias producidas por microorganismos sin embargo, el 

desarrollo reciente de agente;, antibRcterianos obtenídos de 

fuentes vegetales y animales hn obscurecido la discinci6n -­

también. M5s nún, el concepto tl~ CJU(.~ los ttntibióticos son -

antngonistas del creci1nicntc o vid.i de microorganismos se ha 



extendido ahora como antagonismo hacia el desarrollo celular 

en cenera! con el advenimiento de los antibióticos antitumo­

rales. 

Con el descubrimiento de los antibióticos se inició una nue­

va·~ ra ~n la historia de la humanidad desde 1942, en que la 

terapia basada en el uso de antibi6ticos ~e hizo una reali-­

dad con la penicilina. Desde entonces se l1a experimentado -

un descenso enorme en la incidet~cia ~ ~ortnlirlad de uu sinnQ 

mero de en(ermedades infeccio6as ante las CUitlcu nada podia 

hacer la quimiot~rapi~. 

Hoy eu día el nGmero de antibi6ticos ne extiende a cientos, 

sin contar con el gran número de ellos que no pasó de su et~ 

pa de ínvcstigaci6n por no ser adecuados para la terapia en 

seres humanos. 

Los antibiSticos difieren marcadamente en sus propiedades f! 

sicas, químicas y farmacol6gicas asi como en su espectro an­

tibacteriano y su mecanismo de acción. 

Las propicdndP.~ deseables en un antibiótico utilizable para 

la pr5ctica clínica estin bien delineados: el compuesto de­

be exhibir actividad antimicrobiana. selectiva y potente, de 

preferencia contra una amplia 6aca de ~icroo~ganisrnos. Debe 

ser bactericida en lugar de bacteriostitico, operar dG forma 

independiente de loe roccanis~oa Je dcfet1~a (!ci pa~iente y no 

debe inducir resistencia bacte~ian3 si~1,ificaciva. Debe ex-
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hibir una proporción terapéutica satisf actor.ia tanto para -­

uso agudo o crónico, es decir que, en el caso de que se re-­

quiera usar grandes dosis por largos periodos debe causar -­

muy pocos o ningún efecto colateral de importancia. ~l ant~ 

biótico no debe actuar como agente scnsibilizantc o perturb~ 

dor de los órganos vitales o sus funciones. 

Su e(icacia antit,acteriana no debe ser materialmente rcduci-

d~ por los fluídos del cuerpo, exudados, plasma, proteínan 

enzimas tisulares. Su solubilidad en agua y estabilidad a -

temperatura ambiente tanto en solución como en estado seco -

son las características altamente deseables. Es una gran -­

ventaja el que posea eficacia de administración por varias -

rutas, particularmente la via oral. I.as características de 

absorci6n, distribuci6n y excreci6n deben ser tales que los 

niveles bactericidas en la sangre, t~jidoz, fluídos del cueE 

po, incluyendo el fluído cerebro-espinal sean rápidamente a~· 

canzados y mantenidos por periodos prolongados, por ejemplo, 

la excreción del antibiótico en la orina a concentraciones -

bactericidas es de gran valor en el tratamiento de las infe~ 

c~cnc~ del tr~~to urinario. adem5s no debe provocar lesi6n -

renal o de otro tipo como resultado de dicha excreción. El 

antibiGtico, aGn en el caso de que no sea cotalmente efecti­

vo cuando se usa sólo en ciertas infecciones, deberá exhibir 

unn o más acciones sinérgicas cuando se combina con otros -­

agentes quimioterápicos. Finalmente, debe 5er copaz de ser 
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manufacturado en cantidades adecuadas y a un costo razona- -

ble. 

No todos los efectos de la terapia con Antibióticos en el -­

hombre son saludables. Cada agente tiene su espectro parti­

cular de toxicidad y todos ellos pueden causar alteraciones 

en la flora bacteriana normal lo cual puede acarrear infec-­

ciones superpuestas. Estos problemas están relacionados con 

cada antibiótico y en cada uno de for.ma p_articul.ar. La ter_<! 

pia en ' 1 combinaci6n 1
' de dos o mfis ag~ntes antibi~ticos no 

siempre resulta válida y puede dar lugar a antagonismos. 

El fenómeno de ''resistencia bacteriana 11 adquirida que se orJ:. 

gina ya sea a trav~s de un contdcto Gnico del g5rmcn con el 

antibiótico o bién como resultante de un proceso de adapta-­

ción provocado por el uso clínico continuado de antibióticos 

(dando como consecuencia la aparici6n de cepas mutantes re-­

sistentes) es un riego siempre presente cuando se usan anti­

bióticos al que se le debe dar considerable atención. El --

su uso debe ser bajo contr0l m6dico, 

Existen muchas clasificaciones de antibióticos (ver figuras 

1 a 3) basadas en su fuente de obtenci6n, otras en su natur~ 

leza química, en su espectro de acción, etc. 

De la misma manera su mecanismo de acci6n tambi¡n varia. En 

algunas casos inhiben la9 enzimas que originan la focmaci6n 
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de la membrana celular de las bacterias (como en el caso de 

la penic1linn) 1 en otros interfieren las enzimas de varias -

reacciones del metabolismo intermedio o impiden por el mismo 

mecanismo la síntesis de proteínas (el caso de la estreptom! 

cina). 

Fuentes de Algunos Antibióticos Seleccionados 

Mohos 

Penicilinas 
Cefalosporinas 
Griseofulvina 

Bacterias 

l'olinlixinai.; 
Bacitracina 
Gramicidina 

Actinomicetos 

Aminocíclitol Aminoglicosido 
Tetraciclinas 
Cloranfenicol 
Macrolidas 
Cefamicinas 
i'ulienos 
Vancomicina 
Cicloserina 

Organismos Superiores 

Irid::..::¡ir:::.ecin.:i 
Allicina 
Raf anína 
Vincristina 
Vinb las tina 
Eme tina 
Quinina 



l. 

2. 

3. 

4. 
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Clases Qutmicas <le Antibi6ticos con 
Ejemplos Rcpresc11tntivos 

BETA-LACTAMAS 5. MACROLIDOS 

Penicilinas Eritromicina 
Cefalosporinas 
Cefa.micinas 6. POLIPEPTIDOS 

TETRAC ICL INAS Polimixina 
Bacitracina 

'l'etraciclina 
Demeclociclina 

7. POLI E NOS 

CHLORANFENICOL Nistatina 
Amfotericina 

AMINOCICLITOL 
AHINOGLICOSIDOS B. DIVERSOS 

Gentamicina Líncomicina 
Es tr ep tomicina Ciclos erina 

B 
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ESPECTRO DE ACTIVIDAD DE ALGUNOS 
ANT!BIOTICOS SELECCIONADOS 

Activos principalmente contra bacterias gram-positivas: 

Penicilinas 
BacitrJcina 

Vancomicina 
Macrolidos 

Principalmente activos ~0ntra bacterias gram-negntivas: 

Polimi::<inas 

Activos contra varias bacterias grnm-negativas y gram-po­
sitivas: 

Tetraciclinas 
Cloranf enicol 
Aminociclitol 
Aminoglicosidos 

Cefalosporinas 
Sulf as 
Ce foxi tina 

Activos contra ciertas bacterias anaerobias: 

Chloranfenicol 
Cef oxitina 
Penicilinas 

Activos en contra de micobacterias: 

Amin.pcicl itol 
Aminoglicosidos 

Activos contra proto=oarios: 

Eme tina 

Activos contra hongos: 

Amfotericina B 
Griseofulvina 

Clindamicina 
Tetraciclina 

Cicloserina 
Ri(.:impina 

Quinina 

Nistatina 
Natamícina 



Activos contra tumores: 

Vincristina 
Daunorubicina 
Mitramicina 
Bleomicina 
Vinblastina 

lffi 

El nGmcro de microorganismos sensibles a la acción de un an-

tibiótico se denomina 11 Espectro de acciOn 11
• l:iay ant:ibióti--

cos de acción limitada como la estrepComiCina; en otros, en 

cambio es muy amplio cowo el del cloranfenicol y las tctraci-

clinas. 

La producción de antibióticos es una de las principales acti 

vidades de la actual industria farmacéutica¡ excepto el clo-

ramfenicol que suele obtenerse por síntesis, los demás anti-

bióticos en general se consiguen sembrando los microorganis-

mos productores en medios de cultivo dispuestos en grandes -

tanques cerrados y aireados intensamente. Para aumentar la 

producción, se seleccionan cepas altamente productoras y se 

disponen en los medios de cultivo, precursores de los anti--

bíóticos, que también aumentan la producción. Los antibióti 

coa se valoran por unidades establecidas de a~u~rdo c0n mt1c~ 

tras patrón aceptadas internacionalmente. 

Además de la utilización clínica, los antibi6ticos tiene nu-

merosas aplicaciones industriales, como antisépticos, en la 

alimentaci6n de ganado. para combatir plagas, etc. 
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La activitlad (potencia) de los antibióticos puede ser demos­

trada bajo condiciones adecuadas, por su efecto inhibitorio 

sobre los microorganismos. 

Una reducción en ld actividad antimicrobiana también revela­

rá sútiles cambios no demostrables por métodos químicos. En 

base a ello los ensayos microbiológicos o biológicos permane 

cen todavía como el estándar para resolver dudas con respec­

to a la posibl.e p¡rdida de actividades. 

En general se usan dos métodos principalmente para la deter­

minación de la potencia en antibióticos. 

En esta práctica conoceremos el método turbidimétrico, en el 

cual mediante la inhibición del crecimiento de una cepa tes­

tigo, se compara la sustancia problema con un patr6n de act_i 

vidad conocida. Se diluye la ~ustancia problema a la con-­

centrSción media de la curva patrón y se lee directamente la 

actividad en curva patrón. Para la apreciución de las rela­

ciones entre la actividad y la co~centración, se mide fotom! 

tricamente la extinción del líquido de cultivo a 578 nm. pa­

ra el caso de Refanpicina. 

2. 9BJETIVOS 

Establecer los métodos para la determinación de la potencia 

de un antibiótico. 
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El alumno scr5 capaz de: 

- Determinar la potencia de un antibi6tico por el método de 

turbidimctr!a. 

El mftodo turbidimétrico depende de la inhibici6n del crecí-

miento de un cultivo microbiano en un medio flufdo, el cuul 

se sabe favorece el rápido cr~cimiento del microorganismo -

en ausencia del nntibi6tico~ como la co11centraci6n del nnti-

bi6tico ~s i11v~rs~mente proporciona] a la turbidez producida, 

t:.:nt onct.•s: 

Los cubos cor1 mayor cantidad de ant!bJ6tica prescntarfin un -

crecimiento~ por lo tanto mo~trnr5n cenor turLldcz, en 

ta11to que los tubos con menor c;111t ldad de antibi~ticn prese~ 

tardn mayor crecimiento y ~n consecu~ncia mayor turbidez. 

Si el proJ11cto analizado r~alme11te ti~110 111 pot~ncia declara 

da en 13 et~queta~ mostrarJ una Lt1rbldez semcj~11tc a la de -

l.:i concentraci6n mE"di.i d1~ l.:i. cur.•1<1 p;:trón. 

4.1 Materiales 

- Fotómetro 

- Celdas para fot6mctro de 1 cm. de espesor 

- Baño María con dispositivo agitador 

- Jeringa manual de repetición de 10 ml. (p. ej. ma.!. 
ca Cornwall) 

- Tubos de ensayo con topa metálica de 16 x 150 mm. 
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Matraces aforados, pipetas 

4.2 Reactivos: 

Medios de cultivo y tampón: 

Preparar los medios de cultivo que a continuación 

se indican a partir de medios desecados y estund~ 

rizados. Estos se pueden obtener también como rnE_ 

dios desecados y listos para su uso, p. ej. la 

firma BDL (Ualtimore Biological Laboratory, E.U.) 

o en la firma DIFCO (DIFCO Laboratories; Detroit, 

Hichigan; E.U.) 

Medía A (Antibióticos medio 1) 

Peptona gr. 

Caseína digerida pancreáticamentc 

Extracto de levadura 

gr. 

gr. 

1 .5 gr. Extracto de carne 

Gluco:;a 1.0 gr. 

Agar 15,0 gr. 

U O dest. c.s.p. 

pH tras ~sterilización 

Esterilización 

1000.0 rol. 

6.6 :!:: 0.1 

15 minutos a 121ºC 

Medio B (Antibi6ticos medio 3) 

Peptona 5.0 gr. 

Extracto de levadura 

Extracto de carnu 

l.5 gr, 

1. 5 gr. 
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Cloruro de sodio 

Dextrosa 

Fosfato dípotásico 

Biofosfato de potasio 

H O dest. c.s.p. 

pH tras esterilización 

Esterilización 15 

3.5 gr. 

l. o gr. 

3.66 gr. 

l. 32 gr. 

1000.0 ml. 

7,0 ± o.os 

minutos a 11 s •e 

Ajustar el pli con NaOH l N.o con ltCl de forma que 

después de esterilización corresponda al especifi 

cado. 

Tamp6n de fosfatos de pH 7: 

Kll PO 3.52 gr. 

Na l!PO .l2H O 14.62 gr. 

H O dest. c,s.p, 1000.0 ml. 

Esterilización 20 minutos a 12lºC 

Cepa testigo 

Escherichia coli ATCC 10536 

Inocular cada dos semanas la cepa testigo sobre -

el medio A en tubos de agar inclinados, incubar -

de 18 a 24 hrs. a una temperatura comprendida en­

tre 32 y 35ºC, conservar a 4-6QC. 

Formaldehido: el necesario para detener el creci 

miento después del periódo de incubación. 
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4.3 Reactividad y tuxici¿~d de sustancias: 

Formaldehido; Provoca irritación de ojos, nariz; 

evítese el contacto con la piel ya qu~ provoca -­

quem3duras d~rcicas. 

4.4 Técnica: 

Estandarizaci6n de la suspensi6n n inocular, 

Poner en suspensi6n el cultivo de un tubo de agar 

inclinado que contiene el medio A con unos Ci1 -

de solución fisiológica estéril de cloruro sOdico 

y según convenga, inocular con ello un frasco de 

Roux p.ej. (con 300 ml del medio A). Al cabo de 

24 hrs. de incubar a 37ºC poner los g~rmencs en -

s1:spcnsi6n en 50 ml de 9oluci6n ficio16gica est~­

ri1 de cloruro sódico y, acto seguido. conservar 

en el frigorífico (estable durante 14 días). 

Estandarizar esta susp~ttsi6n a inocu]ar, p3ra Pl 

uso diario, en el fot6metro a 546 11rn en celdas de 

1 cm de espesor hasta el 15% de tra11smitancia, 

con respecto al valor en blanco e~ 100% de trans­

mitancia) empleando una soluci5n fisiol6gica cnt! 

ril de cloruro sódico. 

Inocular el medio B con una suspensión al 0.7% r~ 

ci~n preparada o bi~n con una suspensión al 1.0% 

preparada 14 d{ns atices. 
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Curva Patrón 

Para establecer la curva patrón utilizar las si-­

guientes concentraciones finales de Rifampicina/ 

s.a.: 0.148, 0.200, 0.270, 0.364, 0.492 ug/ml. 

La concentración de 0.270 ug/ml sirve como dilu-­

ción de referencia para la prueba. 

Pesada y dilución del Patrón 

Conservar el estándar en un recipiente bien cerr.!!_ 

do, protegido de la luz, el frigorífico a 5-7° 

c. 

Aproximadamente 1 hora antes de efectuar la pesa­

da, colocar el recipiente a temperatura ambiente. 

Pesar con exactitud en un matraz aforado estéril 

50 mg. de RLFAMPICINA/s.a., disolver con 10 ml de 

dimetilsulfoxido y diluir con tampón de fosfatos 

de pH 7.0 hasta ohtener una concentraciOn de 10 -

ug/ml. A partir de esta solución madre, preparar 

con tampón de fosfatos de pli 7.0, en matraces af~ 

rados de 10 ml, laa diluciones intermedias si­

guientes: 
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Tabla de Dilución 
De la solución madre 
de 10 ug/ml, tomar: 

Diluir un tampón Concentración final de la 
dilución intermedia. 

ml ml ug/ml 

l. 48 e. s. p. 10 1. 48 

2.00 e. s. p. 10 2.00 

2. 7 o c. s. p. 10 2.70 

3.64 C. B •p. 10 3.64 

4. 92 e• t:>. p. 10 4.92 

Repitiendo cuatro veces la operación, pipetar 1 -

ml de cada una de lus dilucionea interm~dias en -

tubos de ensayo y agregar cada vez mediante la j~ 

ringa de repetición Corn~all, 9 ml de caldo inoc~ 

la<lc (Hedio B). E~plear también las don concen--

traciunes extrem~G (máxima y mínima) como centro-

les para determinar el moccnto óptimo en que ha -

de interrumpirse la i11cubaci6n. Cor1 estas dos 

concentraciones llenar 5 tubos en lugar de 4. 

Dilución de la prueba: 

Comprar en una farmacia Rimactan jarab~ al 2% o -

cualquier otro producto que contenga Rifampícina 

como sustancia act:i•1a y diluir hasta 18 concentr.!!, 

ción media de la curva patrón (0.270 ug/ml). En 

el caso de la auspcosi6n proceder de la siguiente 

forma: 
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Pipetar exactamente 1.0 ml del jarabe en un ma- -

traz aforado estéril de 200 ml., disolver con 10 

ml de dimetil sulfoxido y diluir con tampón de -­

fosfatos de pH 7.0 hasta obtener una concentra- -

ción de 10 ug de Rifampicina/s.a. por mililitro. 

Volver a diluir 2.7 ml de esta dilución con tam-­

p6n de fosfatos de pH 7.0 hasta obtener 10 rnl. 

Repitiendo cuatro veces la "operación, pi petar en 

tubos de ensayo 1.0 ml de la Gltima dilución, 

agregándose a cada uno de ellos 9 ml de caldo in~ 

culado (medio a). 

lncub ación 

Una vez que se ltayan preparado las diluciones fi­

nales de la prueba y del patrón, homogeníccse el 

contenido de cada tubo de ensayo mediante un agi­

tador vibratorio (vortex), colóquese la gradilla 

en el bafio marra d~ agitaci6n, calentando previa­

mente a 37°C e incGbeue a aproximadamente 120 sa­

cudidas por minuto. Detcr~ínese mediante ensayos 

previo~ el ti~mpn ~p incubnci6n 6ptimo. que en el 

caso de Rifanpicina ~P ele dos hrs. aproximadamen­

te. InterrGmpase la iucubacjÓn tau pronto como -

el contenido de los tubos de ensayo patr6n con la 

menor concentraci.6n ett oustan~ia activa, medida a 
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578 nm en celdas <l~ l cm de espesor, muestre una 

transmitancia de aprox. 50 o 55%, mientras que -­

los tubos con mayor concentración de la curva pa­

trón, muestren aprox. so;;: de trandmisión. Llegado 

eslc momento, enfríense todos los tubos de ensayo 

sicultfinc~mente en un bafio maría frío a aproxiuia­

dameate 2o~c y a continuaci6n det~ngasc el crnci­

mi~nto de los microorganismos agregando 0.2 ml de 

5olu~i~11 <le formaldehido diluida (al 4 o 5%). Ho­

mogenícese el contenido d~ los tubos de ensayo m~ 

diante un a~itador vibratorio. 

Medici5n del cnturbia~1ienlu 

AjGsteue el fot6mctrc 3 una ~xtinci6n ~gual 

ro con una ~ezcla homogeniza<la constituída por --

9 rol. de me<l io de ensayo no inocul a<lo, 1 ml. de -

solución tampón y O. 2 ml de solución t.'.l!.1pi5n. y O. 2 

ml de suluci6n de formnldehido diluidn en celdas 

con 1 ~m de c9p~aor ¿e 57f t1m. Det~cmínense en -

celdas igualeu y a Jd misma J.ongitud de onda los 

valares de extinciSn del líquido de ~l1ltivo iticu­

bado procedentes de los tubos de ensayo patr6n y 

de prueba. 

CalcGlcne el vnl:ir medio a partir de los valores 
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de cada punto patrón, registrense los puntos tle -

medición en un sistema de coordenadas scmilogarí! 

mico (la concentraci6n de la sustancia inhibidora 

a escala logarítmica y los valores de extinción -

correspondientes a escala aritmética) y fíjese la 

inclinación de la mejor recta patrón posible, cal 

culando el punto de referencia menor (L) y mayor 

(H) en la curva patrOn, es decir, según las ecua-

ciones siguientes: 

L ~ 3a + 2b + 
5 

Donde: 

H • 3e + 2d + 
5 

L ~ extinci6n calculada de la menor concentraci6n 

li extinción calculada de la ~ayor concentración 

a,b,c,<l,e= valores medios de extinci6n de las 5 -

concentraciones de las rectas patrón -

(de menor a mayor concentración). 

Calcfilese el valor medio de las extinciones medi-

das de la prueba desconocida y regtscrcse en el -

sistema de coordenadas. 

Léase la actividad microbiológica de la prueba di 

rectamente del diagrama de 1~ curva p~trón. 

Cálculo de la actividad microbiol~ic_~-

Rifampicina/s.a. er:;, mg. por m.l de j.-:ir.:ihe = a.b/1000 
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Valor de actividad ~n ug/rnl tomado del di~--

grama de la curva patr6n. 

b 2 Factor de diluci6n es el inverso de las dilu-

ciones ~fectuadas a la muestra. 

7 !; o 7 4 
lml de jarabe 10 ml. 
200 ml :·: l0t~ 

1 ml. 
To~. 

Es decir la ~·1nc•·ntraci6n qu~ se obticn~ dir~ctamente del 

diagrama de curva patr6n, es la que tiay en el tt1bo finnl. 

Es ncccsari0 multiplicarla por las diluciones para obte11cr la 

s. REGISTRO y 11RCANIZACJC~ DE DAros 

,\notar sus res11ltu.dos .-::n la :;ig.uit":!nte foLma y anexar -

la gr5f i~a ~on la curva patr6n (dcspu~s de haber anot~ 

do en la parte de atr5s de la misma los c&lculos pert~ 

~entes). 



117 

REPORTE DE ANAL IS IS 

DE ANTIBIOTICOS 

U.N.A.M. 

Lab, de Microbiolo­
gía Farmacéutica 

ANTIBIOTICO: RIFAMPICINA 

Práctica No.: 

DETERMINACIONES LIMITES 

Determinación de la actjvi-

dad microbiolOgica de Rifa~ 

picina. 90 a 110% de la 

<los.is declarada. 

ANALIZO: FECHA: 

OBSERVACIONES: 

CANTIDAD: 

RESULTADOS: 
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6, ANALISIS DE RESULTADOS Y CONCLUSIONES: 

¿oe acuerdo a los limites proporcionados en la hoja de 

reporte de anillisis, el producto que usted analizó e~ 

tS dentro o fuera de especificaciones? 

de ellas ¿a qu~ causa atribuye el error? 

Si está fuera 

¿cuSl es el mecanismo de accl6n de la Rifampicina? 

¿cuil ~s ~spuctro Ja ~cciSn? 

¿Por qu~ ne~usario corr~~l~ la c·urv~ patr6n? 

¿cu51 es la finalidad d~ establecer 11mite5 para el p~ 

riodo de incubaciGn, de modo que el tubo conteniendo -

la m3yor concentrnci6n te;1ga trnnsmitnncia del BOZ 

y el tubo ~onteniendo l~ ~cnor c~ncentraci6n de anti--

Explic¡uc el fen5mcn<i J~ r~slstencia bacteriana. 

Defina q11~ es el ~spcctrn de acciOn <le un antibiG­

tica. 

¿Cufil ~G la diferencia entre bactericida y bacte­

riostático?. 



PRACTICA U 5 

DETERMINACION DE LA POTENCIA DE UN ANTIBIOTICO 

DETERMINACION HICROBIOLOGICA DE LA ACTIVIDAD DEL AN­

TIBIOTICO NEOHICINA 

METODO DE DIFUSION EN PLACA 

l. INTRODUCCION 

Los microbiúlogog, los oicrobiólobos <lel suelo en particular, 

habían notado desde hacía tiempo que el suelo contenía pocas 

bacterias capaces de causar enfermedades infecciosas en el -

hombre o en los animales. Tan es así que los cuerpos de las 

personas muerta~ debido a cnf ermcdades infecciosas han sido 

enterrados en ln tierra a través de todos los tiempos. Era 

evidente que tales organinrnos no sobrevivirían mucho tiempo 

en la tierra. Hombres tales como Rcn~ Dubas y Selman Wask-­

man encontraron una explicaci6n pdru ello al descubrir micr~ 

bias provenientes del suelo que re8ultaron s~r antagonistas 

de microorganiAmos p~tógenos por lo que resultaba ser éso lo 

que lea acarreaba su rápida destrucción dentro del suelo. 

El estudio de las bactcriati del suelo fue el interés de toda 

la vida de ~askman, quien empezó su carrera como microbiólo­

go agrícola. Nacido en Ucrania en 1888, emigró a América en 

1910. Su primera investignciGn estuvo basada en el efecto -



\?_.l. 

de los hongos y las bactcri.:is en la fertilidad del suelo. Fue 

durante este periodo en que el examen microscópico del suelo 

le condujo a la identificación de un grupo de microorganis-­

mos que no eran propiamente ni bacterias ni hongos 9 sino al­

go similar a ambos. Waskman identificó a este grupo de mi-­

croorganinmos como "Actinomicctos 11 y aisló y estudió un buen 

número de ellos, incluyendo en 1915, el Streptomyces griseus, 

que posteriormente en 1943 daría origen la estreptomicina. 

Cuando escribió su autobiografra, Waskman hizo menci6n que -

en 1915 ellos no efectuaron pruebas para medir sus propieda­

des antibacterianas. 11 En ese tiempo", escribió, "no estába-

1:1os interesados en los antibióticos 11
• Sin embargo, en 1939 -

un alucno de Waskcan, Dubas, aisló el antibiótico tirotrici­

na de Bacillus brevis encontrado en una muestra de suelo de 

New Jersey. Aunque este antibiótico era tóxico para el hom­

bre, el interés médico se centró en la actividad antibacte-­

riana de los microorganismos del suelo. Waskman tenia la -­

firme creencia, basada en su experiencia, de que los hongos 

y los actinomicetos pod{an proveer agentes antibacterianos -

mis efectivoH y menos t6xicos que loa hasta entonces conoci-

dos. 

En 1939 Merck and Company proveyeron a Waskman con asisten-­

cia química, equipo y animales para cxperimentaci6n con lo -

que continu6 su investigaci6n sobre los a11tibi6ticos del su~ 

lo en la Universidad Rutgcrs en ~ucv~ Jersey. Regresando a 
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Su teoría original aceren del valor potencial de los actino­

micetos,· Waskruan aisló en 1940 la Actinomicina A. Esta sus­

tancia prob6 ser demasiado tóxica para uso antimicrobiano en 

general, pero subsecucntemente un antibiótico relacionado, -

Actinomicina D, ha sido da gran valor en el tratamiento de -

la enfermedad de Hodgkins. 

Los Estados Unidos entraron a la Segunda Guerra Mundial en -

1941 y la ncc~i;i<lad de agentes a¡1timicrobianos potentes se -

convirtió un incentivo muy fuerte en la invcstigaci5n de 

Waskman. La pen~cilina estaba de~ostrando tener un valor 

sin prccedent~~ contra las infcccion~s Gram positivas e ins­

pir3ba la bGsqueda de un antjhi6tico que pudiera destruir a 

los microorg.:inisn::os Gram ncgat.i?os inse:nsiblc$ ..-i !a pcnic:ili_ 

na. Wa~kman y sus asociados emprendieron un programa inten-

sivo. Aislaron alrededor de J(;,000 cultivos frescos de dif~ 

rentes nicoorganismoc. Estos f,1crnn proh3dos para medir 

actividad en contra ·de las bacterias. El diez por ciento de 

ello demostraron poseer dicha potcnci3li<lad de los cuales 

cien de ellos eran cultivos prometedores hasta que fit1almen­

te triunfaron un el desarrollo de procedimientos ¡1ara el ai~ 

!amiento de diez. Estos diez compuestos fueron probados para 

ana~izar su actividad tcrnp6utica en animales y s6lo uno de 

ellos demostró ser exitoso corno agente antimicrobiano, Estre~ 

tamicina. La E~trcptomicina fue aielada de Streptomyces gr~ 

seus en 1943, 28 afias despu~s de que Waskmnn descubriera por 

primera vez el microorgnnisrno. 



La estreptomicina pertenece a un gran grupo de antibióticos 

relacionados conocidos como el grupo de aminoglicósidos. Qui 

micamente, cada miembro importante de este grupo contiene -­

dos aminoazúcarca, cada uno unido a través de enlaces glico­

sídicos a una molécula de aminociclitol. Los aminoglicósi-­

dos eon pobremente absorbidos por vía oral, de modo que nec~ 

sitan ser administrados por v!a parentcral para ~lcanzar - -

efectos ancimicrobianos a nivel sistémico, No penetran el -­

fluído cerebroespinal y son rápidamente excretados por vía -

renal. En adición a las usuales reacciones de hipersensibi­

lidad producidas por los antibióticos (urticaria, picazón, -

eosinofilia) la terapia usando los aminoglicOeidos puede re­

sultar en tres tipos de reacciones tóxicas serias: Ototoxici 

dad, nefrotoxicidad y en forma más rara una reacción tipo --

'
1 Curarc 11 que causa 

respiratoria. 

bloqueo neuromuscular con dif~cultad -

Aunque se encontró que la estreptomicina era efectiva contra 

un buen número de bacterias patógenas gram negativas y gram 

positivas, la cualidad sobresaiiente de este antibiótico era 

el hecho de que pod(a curar la tuberculosis. La estreptomi­

cina es usada todavía en el tratamiento <l~ ~atü enfermedad, 

aunque ahora· usualmente se encuentra en combinaci6n con iso­

niazida y otros agentes tuberculost5ticos descubiertos re- -

cien temen te. 

Continuando su investigación sobre los actinomicetos, el gr~ 



po de la Universidad de Rutgers dirigido por Waskman, aisló -

un nuevo antibiótico a partir de Strcptomyces fradiae en - -

1949. En su forma cruda, esta sustancia consiste de un age~ 

te antimic6tico (Fradicina) y un grupo de tres antibi6ticos 

relacionados estrechamente que cuando se purifican son llam~ 

dos Neomicina A, B y C. La neomicina producida hoy en d[a -

está compuesta principalmente de Neomicina B. La neomicina 

tiene una actividad antibacteriana de amplio espectro, gene­

ralmente similar al de la estreptomicina. Aunque inicialmen 

te se pensG que podía ser importante en el tratamiento de la 

tuberculosis debido a uu alta actividad contra el bncilo de 

la tuberculosia, riesgraciadamente estudios clínicos posteri~ 

res pronto reveiaronque la ncomicina causaba la pérdida per­

manente del oído en mayor grado que lu estreptomicina. 

Aunque en ese momento la neomicina ae gan6 el título de dro­

ga tóxica, posteri~rmente se le encontraron muchos usos seg~ 

ros, especialmente los usos t6picos, sin embargo la aplica--

ci6n tópica en heridas irrigaci6n de la vejiga puede --

también causar toxicidad si la dosis ca alta o si la terapia 

es prolongada, particularmente en pacientes anúricos. 

Durante las d¡cadas que siguieron al descubrimiento de la e~ 

treptomicina los investigadores de todo el mundo dedicaron -

sus talentos al descubrimiento de nuevos antibióticos. En -

1957-científicos japoneses aislaron el antibiótico Kanamici­

na (Kanamicina A) a partir de una variedad de Streptomvccs -



kanamycetieus. EGte agente es un antibiótico de amplio es-­

pectro y es usado a menudo en el tratamLento de infecciones 

debidas a gérmenes de Gram negativos 1 particularmente Kleb-­

siella, Enterobactcr, Proteus y E. coli y también es activa 

contra s. aureus. Seis años después de que la Kanamicina 

fuera descubierta en Jap5n, investigadores en los Estados 

Unidos de los Laboratorios de lnvestigación Schering, descu-

brieron la gentamicina, ahora consider~da ~unto con la tobr~ 

micina y amikacina como uno de los más importantes aminogli­

cOsidos. L3 gent:.amicina tiene la actividad antibacteria.na -

más grande que cualquiera de los anteriores aminoglicósidos, 

prácticamente todas las enterobacterias son sensibles a ella. 

En particular se estima que el 95k de las variedades de Pse~ 

domonas cnconcradas clínicamente, son inhibidas por 10 mcg/-

ml de gentamicina. Dado que la carbcnicilina y la gentamici 

na muestran efectos antibacterianos sin~rgicos,se sugiere su 

uso en las infecciones severas de Pseudomonas. Los: peligros 

de la ototoxicidad y nefrotoxicidad asociados con la gentam! 

cina, al ígu~l que con todos los aminoglicósidos, indi(..an que 

su uso debe ser restriLlgiJu ~l :r~tJ~ientn de infecciones s~ 

riás, particularment~ a aquel!as causadas por Pseudomonas 

aeruginosa, Enterobacter, Klebsiella y Serratia, ante las 

cuales otros agentes menos tóxicos son inefectivos. Los ami 

noglicó~í<los Jeacubiertos má~ reci1~ntcmcnte fion la tobramici. 

na, sisomicina y nroikacina. 

Ln tobra~icina al igual que otros auino~licosido~ hnd~mostr~ 
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fren infe.cciones severas producidas por microorganismos gram 

negativos. La trobaruicina· exhibe la tlCtividad antibacteria-

na más pot~nte "in vitro" contra Pscudomonas aeruginosa. La 

tobramicina fue descubicrt~ en 1971. En 1973 fue reportado 

el descubrimi~11ta de un nuevo antibi6tico del. grupo de los -

aminoglíc5sidco el cual fue llamado sisomicina. La sisomic! 

na fue aislada a partir de Hicrornonospora inyocnsis, es taro-

bién similar a la gentamicina con mayor actlvjdad contra un 

cierto nGmero de ~specico Gram-negativos. 

La amikacina es un nuevo aminoglicósido semlsintético deriv~ 

do de la kanamicina A. Su uso está limitado a infecciones -

serias causada por orhanismos ausceptibles gram-positivo9 y 

gram-negativos, incluyendo Pseudoconas~ Escherichia coli~ 

Proteus, Klebsiella, Enterobactcr y Scrratia. La Amikacina 

no es desactivada por la mayoría de l~s enzimas comunes de--

sactívadoras de nmin0clic6Gi~~~ y por esta raz6n puede ser -

efectiva contra varicd~dc~ d~ Protcus, Serratia, Klebsiella 

y Pseudomonas que son rcsitontes a la gentamicina, Kanamici­

na y/o Tobramicina. Algunos l11vestigadores sienten que su -

uso debe ser limitado para el trntnmicnro de las infecciones 

causadas por tales organismos resi8tentes. 

La manera exacta en la cual los aminoglicósido~ destruyen -­

las bacterias ha sido tema de estudio pero aGn permanece sin 

haber sido completamente explicada. Sin embargo, se ha des-



cubierto que los aminoglicósidos no actúan en la manera en -

que lo hace la penicilina. Mientras que la penicilina inte~ 

fiere con la síntesis de la pared celular, loa aminoglicósi­

dos se enlazan irreversiblemente a las subunídadcs ribosoma­

les JO S, inhibiendo con ello la biosíntesis de proteínas y 

por tanto conduciendo a la célula a la muerte. 

Después de haber hablado un poco sobre el grupo de antibióti 

cos al cual pertenece la neomicina, hab~areroos ahora acerca 

del método para la determinación de su actividad microbioló­

gica. 

El método de cilindros en placa. está basado en la difusi5n 

del antibiótico desde un cilindro vertical a través de una -

capa de algar solidificado en una caja petri y al cual se le 

ha inoculado un cierto microorganismo, el crecimiento de di­

cho organismo es inh~bido en un &rea circular alrededor del 

cilindro y se le llama zona de inhibición. Midiendo el diá­

metro de las zonas de inhibición y comparándolas contra 

estándar de actividad conocida, es posible calcular la cou-­

centraci6n de la sustancia problema, ya que las %ona6 de in­

híbiciOn están relacionadas proporcionalmente a la concentr~ 

ción de antibiótico presente. 

2. OBJETIVOS 

Establecer el segundo método para l<l <lcLerminación de lapo­

tencia de un antibiótico. 
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Ei alumno será capaz de: 

Determinar la potencia de un antibiótico por el método 

de cilindros en placa. 

J. UIPOTESfS 

Al termino de la incubaci6n, como el camaiio de los halos de 

inhilucíón iorm~<las ca proporcional a la concentración del 

antibiótico; los cilindros con mayor concentración de anti-­

biótico presentan zonas de inhilución con mayor diámetro que 

aquellos con menor concentración. 

Si el producto anali~ado realamente tiene la potencia des-­

crita en la etiqueta mostrar5 halos de 1ntliluci6n semejan--­

tes a los de la concentración media de la curva patr6n. 



4. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL: 

4.1 Materiales: 

Fot6metro 

Celdas para fotómetro de l cm de espesor 

Baño maría 

Aparato para leer zonas de inhibición (FISCHER- -

LILLY, FlSCHER SCIENTIFIC C-0., E.U. o equivalen-­

te) con exactitud de lectura de 0.1 mm. 

Cajas petrí con fondo plano, 100 mm de diámetro, 

22 mm de altura con tapa de material adecuado. 

Cilindros de acero inoxidable o porcelana, 8 mm± 

0.1 mm de diámetro exterior, 6 mm± 0.1 mm de di! 

cetro interior, 10 mm± 0.1 mm de longitud (los -

cilindros Ge dcbcr5n limpinr cuidadosamente para 

remover todos los residuos, se recomienda sumer-­

girlos en un bafio ¡ciclo de vez en cuando, p. ej. 

con ácido nítrico 2 No con ácido cr6mico). 

Tubos de ensayo 

Frascos de Roux 

Matraces aforados, pipetaa 

4e2 Reactivos: 

Medios de cultivo y tampón: 

Pr~parar los medios de cultivo siguientes a par··-
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tir de medios de cultivo desecados y estandariza­

dos. Estos se pueden obtener también como medios 

desecados y listos para su uso, p. cj. en la fir­

ma BBL (Baltimorc BioloGical Laboratory, E.U.) o 

en la firma DlFCO (DIFCO Laboratories, Dctroit, -

Michigan, E.U.). 

t1cdic A (Antíbiótico medio 1) 

Peptona 6.0 gr. 

Caseina digerida pancr~5cicamcntc 

Extracto Je levadura 

4.0 

3.0 

gr. 

B"<. 

Extracto de carne 

Glucosa 

Agar 

Agua J~stilada c.s.p. 

pli tras esterilización 

Esterilización 

Medio B (Antibióticos medio 11) 

l. 5 gr. 

1.0 gr. 

15. o gr. 

1000.0 ml. 

6. 6 .:':: o .1 

20 minutos a 120ºC 

lgodl 4uc c1 ~edio A excepto que el pH final des­

pué~ de cGtiliznción es de 8.3 ± 0.1 

Tampón de fosfato (Buffer D 3) 

K HPO 

Kll PO 

Agua deutilada c.s.p. 

16.730 gr. 

0.523 gr. 

1000.00 rol. 
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pH tras esterilización 

Esterilización 

8. o :'::. o. 1 

20 mins. a 120°C 

Ajustar el pH con NaOH 1 N o con HCl de forma que 

después de la esterilización corresponda al esp~­

cificado. 

Cepa Testigo 

Staphvlococcus epidermidis ATCC 12228 

Incubar la cepa testigo sobre un tubo oblicuo de 

agar conteniendo el medio A e incubar a 32ºC du-­

rante 24 hrs. 

4.3 Técnica: 

Estandarización de la suspensión a inocular 

Poner en suspensión el cultivo de un tubo de agar 

inclinado que contiene el medio A con unos 3 ml. 

de solución fisiológica estéril e inocular con -­

ello un frasco de Roux que contenga 300 ml de me­

dio A, distribuyendo uniformemente la suspensión 

con perlas de vidrio estériles sobre toda la super­

~icie. Después de incubar a 32 - 35ºC durante 24 

hrs., los gérmenes se arrastran con 50 ml. de so­

lución salina fisiol6gíca estéril y seguidamente 

se conservan en refrigeración (es estable una se­

mana aproximadamente). 
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Esta suspensi6n a inocular se estandariza con so-

lución salina fisiológica estéril el espectro-

fotómetro a 546 nm en celdas de l cm de espesor, 

hasta el 25~ de transtanciat con respecto al va-­

lor del blanco (igual a 100% de transmitancia) e!!!. 

plcando una solución fisiol6gica estéril de clor~ 

ro s6dico como bl~nco. El medio 8 se inocula con 

0.1;: de esta suspensión. 

Placas de Prueba 

A modo de capa b5sica, se pasan con pipeta prime­

ro a cada caja petri, 15 ml. del medio B sin ino­

cular) a una temperatura de 60 a 70ºC y se dejan 

solidi.ficar. 

El resto del Medio B se enfría 11asta una tempera­

tura de 48ªC, se inocula con el microorganismo -­

problema y se ho..:::.oc;eniza, 6 rol. de ello se pasan a 

la capa básica solidificada y se distribuyen uni­

formemente. Una vez se haya solidificado la seguE,_ 

da capa~ sobre cada caja pctri se colocan seis ci 
lin<lros esc~rilen. 

Soluciones patrón: 

Se emplea un estándar de referencia USP con neom~ 

cina base de actividad conocida. Este estándar -
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3 hr. a 60ºC. Con ello se prepara en un matraz -

graduado estéril, en tamp6n de fosfato pH 7.9, 

una solución cuya concentración inicial sea de 

mg/ml. A partir de esta soluci5n~ se prepara - -

otra cuya concentraci6n sea de 10 ug de neomicina 

base por ml. Con eBta Gltima 5olución se prepara 

la curva patrón de la manera siguiente: 

polución de lOug/ml Tampón Concentración Final 

.'!1l ml .!!!.! 
0.64 e .a .p. 10 0.64 

o.so c. s .. p. 10 0.80 

l. 00 e. s. p. 10 l. 00 

l. 25 e. s .p. 10 l. 25 

l. 56 c. s .p. 10 l.56 

SoluciOn Problema: 

Diluir un volumen medido exacto de la solución --

del producto comercial Decadrón (soluci5n de sul-

fato de neomicina y fosfato sód~co de dexametaso-

na, solución oftálmica) o bien algGn otro produc-

to. equivalente que contenga Neomicina, con tamp6n 

de fosfato pH 7.9 hasta obtener una 11 diluci6n de 

prueba'' teniendo una concentraci6n igual a la me-

dia de la curva patrOn (l ug/ml). 
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A no ser que se indique otra cosa, la solución of 

t5lmica de uulfato de neomicina y fosfato s6dico 

de dexametasona comercial, contiene 3.5 mg. de -­

neomicina por nl y 1.0 mg de fosfato de dexameta­

sona por ml. 

Eject1ci6n tic la orueba de difusi5n: 

Para los puntos de rcf~rencia 1, 2, 4 y 5 de la -

curva patrón, equivalentes a las concentraci·ones 

de 0.64 u~/ml, 0.80 ue/~1, 1.25 g/ml y 1.56 ug/ml9 

5e precisan para cada uno tres placas de ensayo -

con seis cilindros cada unn, es decir eres placas 

para cada concentraci6n, o sea, que en total son 

12 placas con seis cilindros respectivamente. De 

cada placa recGbranse eres cilindros con la con-­

cent ración de un punto base y tres con la concen­

tración de reíerencia (concentración media de la 

curva patr6n) hacigndolo de forma alternada. De 

esta manera se obtienen por cada punto base 9 va­

lores y 36 valores para la concentraciGn 1ueJia ~l~ 

la curva patrón. 

La~ placas se incuban a 32-35ºC durante 24 horas. 

Para la ~olución problema se emplean tres placas 

de ensayo, de cada placa se recubren tres cilin-­

dros con la soluci6n problema diluída a la conce~ 
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con el punto medio de la curva patrón; haciéndolo 

de forma alternada, por consiguiente se obtiene -

nueve valores para la sustancia problemas y nueve 

valores para la media de la curva patrón. Las 

placas 9e incuban a 32-J5ºC durante 24 horas. 

Medición de las zonas de inhibición: 

Retírense los cilindras de ensayo, después de la 

incubaci6n y mídanse los diámetros de las zonas -

de inhibición ~n el aparato para la lectura de -­

las zonas de inhibición. 

Evaluación: 

CalcGlese: 

el valor promedio de cada uno de los puntos -

de referencia (1, 2. 4 y 5) d~ la solución p~ 

trón y los llamaremos a 1 b, e y d. 

los valores promedio de los nueve puntos de -

patrGn que tienen 1a conc~1ltraci6n media. pe~ 

tenecientes a cada punto (c 1 c 2 , c 3 , c 4 Y c 5 ). 

el punto de referencia de la curva patrOn 

(e s promedio de los 36 valores que contenían 

la concentra~ión media de la curva patrón. 



A continuación se corrige cada uno de los cuatro 

puntos base. El factor de corrección para el pri 

mer punto base es igual a c-c
1

• Si este valor es 

positivo sú~ese a a y si es negativo sustráigase 

de a. De modo análogo se corrigen el 2, 4 y 5 --

puntos base de la curva patrón. 

Los puntos base corrc&ido~ y el punto de referen-

cia de la curva patrón ge anotan en un siste~a de 

coorJenadds seru~logaritmico (concentraci6n <le la 

sustancia inhibidora en escala logarítmica, diám~ 

tro de las zonaa ccrrespondicntcs en eneal~ arit-

m~tica) y la serie de puntos que ae obtiene asi -

une con la recta patr6n mejor posible. 

La linearida<l Je las rectas de regrcsi611 cst~ as~ 

gurada ~n el sector <le concentración señalado y -

bajo las condiciones experimentales definidas. La 

inclinación de la recta patrón mejor posible pue-

de fijarse, calculando el punto <le referencia m5s 

bajo (L} y el m&s alto (ll) en la curva patrón, s~ 

gún las ecuaciones siguientes: 

L " 3a + 2b + e - e 
5 

H ""' 3e + 2d + e - a 
5 

L punto base más bajo calculado en la recta p~ 

t rún. 
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H ª punto base más alto calculado en la recta pa­

trón 

a,b,d,e - di5metro corregidos de las zonas de in­

hibición en promedio de los cuatro pun­

tos bas'e 

e ª di5metro promedio de las zonas de inhibici6c 

de la concentración media de la curva patrón 

(de 36 valores respectivamente). 

Siempre que el di5metro promedio de las zonas de 

inhibición de la concentración media de la curva 

patrOn ~n las tres placas de prueba que contienen 

la soluciGn problema (9 valores) no coincida con 

el punto de referencia de la curva patrón (prome­

dio de los 36 valores) 1;c corregir5 conveniente-­

mente el valor promedio de los dí¡m~tros de las -

zonas inhibitorias de la soluci6n probl~ma. Si el 

valor del patrón a la concentración media de la -

curva en promedio par~ las tres placas can probl~ 

mas es mayor que el valor promedio del punto de -

referencia (promedio de los 36 valores) la dife-­

rcncia se sustrae del diámetro promedio d~ las z~ 

nas inhibidoras de la solución problema, si es m~ 

yor se surua. 

El di5metro pro~~dio de las zonao inhibidoras de 

la soluci5n problema ~GÍ corregido ~e anota en el 
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sistema de coordenadas. 

La actividad de la solución problema se lee dire~ 

tamcnte en la curva patr6n. el contenido en rng de 

base activa de neoruicina por ml. de la solución -

del producto se calcula del modo siguiente: 

mg de neomicina base por ml de solución = a.b 
1000 

valor de la actividad en ug/ml de neomicitia -

base en la soluci6n problema tomado del dia--

grama de ln curva patrón. 

b ""' iactor de dilución (3500) 

5. REGISTRO Y ORGANIZACION DE DATOS: 

Anotar sus resultados en la s~guiunce forma y anexar la gr! 

fica con la curva patrón (después de haber anotado en la pa..!_ 

te de atrrt~ de la misma los cálculos pertinentes). 



REPORTE DE ANALISIS DE ANTIBIOTICOS 

UNAM 

Lab. de Microbiología Farmacéutica Práctic.a No.: 

ANTIBIOTICO: NEOMICINA (BASE) CANTIDAD: 

DETER!-!INACIONES: LIMITES: RESULTADOS: 

Duterminación de la activi 
dad microbiológica de Neo= 90-110: de la 
micina (Base) dosis aclarara. -----------

ANALIZO: FECHA: 

OBSERVACIONES: 

6. ANALISIS DE RESULTADOS Y CONCLUSIONES 

De acuerdo a 1os límites proporcionados en la hoja de repor-

te de análisis, el producto que usted analizó ¡Está dentro -

o fuera de especificaciones? Si est5 fuera de ellas ¿a qué 

causas atribuye el error? 

Sugiera otra íor~a de c=rr~zir la curva patrón que no 

sea la indicada en esta tficnica. 

lPor qué se usa para cada antibiótico particular una cepa e~ 

pecial ATCC? ¿Qui signif~ca ATCC? 

¿Por qué las placas de petri usadat> para la prueb~i non pr<.>p.!!_ 

radas con una base de 15 rol sin inocular y s6lo b ml. para -

la cnpa inoculada con el ciicyoorganisn10? 
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PRACTICA C 6. 

PRUEBA DE ESTERILIDAD EN INYECTABLES 

HETODO DE FILTRACIDN EN MEMBRANA 

1 • INTRODUCCION 

La prueba de esterilidad es usada en la industria farmacéu~i 

ca para determinar si un artículo cumple Jos requerimientos 

part\ ser éSté°ril. A continuación daremos un.a descripción g~ 

neral de los concepLos y principios involucrados en el con-­

trol de calidad de artículos que deben ser estériles. 

Dentro de la más estricta definición dé esterilidad, un esp.!:... 

cimen deber!a ser considerado est~ril s~lo cuando hubiera la 

ausencia por completo de orzanis::ios viables en él.. Sin r.:mba.E._ 

go, esta definición absoluta no puede ser aplicada en la 

práccica a un lote entero de producto terminado debido a las 

limitaciones d\! la prueba. La esterilidad de un lnt~ etique­

tado como estéril c.:;_t.J. entonces definida en términos dí! pro­

babilidad donde la posibilidad de tener una unidad contamin~ 

da de1 arcículo es accptablemente remot~. El aseguramiento 

de· la. esterilidad puede ser establecido sólo a través del -­

uso de ciclos de esterilización adecuados y subsecuente pro­

ceso aséptico, si se requiere, ·bajo las apropiadas prácticas 

de buena manufactura y no por confianza únicamente en la - -

prueba de esterilidad. Los principios b3sícos para .1 n valí-
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dación y certificación de un proceso de esterilización están 

enumeradas como sigue: 

l) Establecer que el equipo de proceso tiene la capacidad 

de operar dentro de los parámetros requeridos. 

2) Demostrar que los controles críticos del equipo y la -­

instrumentación son capaces de operar dentro de los pa­

rámetros descritos para el equipo de proceso. 

~) Llevar a cabo repetición de ciclos representando el ra~ 

go operacional del equipo empleando producto actual o -

simulado. Demostrar que los procesos han sido llevados 

a cabo dentro de los límites prescritos en el protocolo 

y verificar finalmente que la probabilidad de supervi-­

vcncia de microorganiomos en los procesos replicados no 

es mayor que la establecida en los límites. 

4) Monitorear el proceso validado durante la operación de 

rutina. Periódicamente como se necesite, recalificar -

y rectificar el equipo. 

~) Completar los protocolos y documentar los pasos del 1 -

al 4 indicados anteriormente. 

Los principios e implementación de un programa para validar 

un proceso aséptico son similares a la validación de un pro­

ceso de esterilización.· En un proceso as~ptico los compone~ 

tes de :a forma farmac~utica final son esterilizados separa-
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damente y el artículo terminado es ensamblado en una forma -

aséptica. 

La validación de un proceso de esterilización o de un proce-

so aséptico requiere un 4lto nivel de conocimiento 

po de la esterilización y tecnología de 5reas limpias. De -

manera de cumplir con los actuales límites (alcanzables y 

aceptables) en parSmetros de esterilizaci6n 1 es necesario e~ 

plear la apropiada instrumentaci&n y equipo para contrdlar -

los par5metros críticos tales como, temperatura y tiempo. h~ 

medad y con~~titrJci5n de ~as estcrilizante o radiaci&n abso~ 

bida. 

Un aspecto importante del progr~ma de validación en muchos -

procesos de csc~rili~aci5n involucra dl empleo de indicado--

res biol6gicos. La validez y ccrtificaci6n del proceso de--

ben ser revalidados peri6d1came11te, ~in embargo, el programa 

de revalidación no necesita ser necesariamente tan extensivo 

como el programa original. 

Es de la aceptación general que los artículos inyectables e~ 

terilizados terminalmente o los c~uipos que se venden como -

es~~rilcs, cuando son procesados en la autoclave alcancen -­

una probabilidad de microorganismos sobrevivientes de 10- 6 ; 

p.ej. se nsegura que l1ay menos de una posibilidad de un mi--

115n de que microorganismos viables est~n presentes en el a~ 

ticulo esterilizado o forma - . -
rarmaceutic~. En el caso de a~-
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t!culos estables al calor, el objetivo es, a menudo, exceder 

considerablemente el tiempo crítico necesario para alcanzar 

la probabilidad de l0- 6 de microorganismos sobrevivientes --

(overkill). Sin embargo con un artículo donde una extensa -

exposici6n nl calor puede te11er un efecto daiiino, puede no -

ser adecuado el empleo de este enfoque de sobreexccso. En -

este último caso, el desarrollo del ciclo de esterilización 

depende fundarnentalcente en el conocimiento de la carga mi--

crobiana del producto basada en el examen de la misma, ·a cr~ 

v~s de un adecuado periodo de tiempo, de un nGmero sustan- -

cial de lotee de producto antes de ser esterilizado. 

el valor D es el tiempo en minutos requerido para reducir la 

poblaci5n microlliana en un 90% o en un logaritmo (p. ej. - -

fracci6n sobr~vivientc de l/10) a una temperatura espccífi--

ca. Su?ongacos que el v~lor D de un preparado de un indica-

aor biológico de por ejemplo Bacillus stearothermophilus es 

de 1.5 para el proceso total a 121°C, si este preparado fue-

ra tratado 12 minutos bajo las mismas condiciones, se puede 

establecer que la letalidad aplicada fue de B D. El etecto 

de aplicar esto al producto dependería de la carga microbia-

na inicial. Asumiendo que la resistencia a la esteriliza- -

ciSn de nueva biocarga es equivalente a la del indicador bi~ 

lógico, si la biocarga del producto en cuestión es de 10
2 m~ 

croorganismos, una letalidad aplicada de 2D reduciría la caE 

ga microbiana a l (lOO) y una lctalidad adicional aplicada -
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de 6D daría una probabilidad calculada de 10-6 microorganis-

mos sobrevivientes (bajo las mismas condiciones, una letali-

dad aplicada de 12D podría ser usada para un enfoque típico 

de sobredosis). Generalmente la probabilidad de sobrevivie~ 

tes alcanzada por el articulo bajo el ciclo de esteriliza- -

ciOn validado no está completamente correlacionado con lo --

que puede ocurrir con el indicador biológico, por lo que pa-

ra fines de validez, es esencial que la resistencia del ind~ 

cador biol6gico sea mayor que la de l~ ca~ga microbiana nat~ 

ral del artículo esterilizado. Es entonces apropiado hacer 

una conjetura sobre el caso extremo y tratar la carga micro-

biana como si su resistencia al calor fuera equivalente a la 

del indicador l1iol6gico. 

Cn el ejemplo anterior, un ciclo de 12 minutos es considera-

do adecuado para la esterilizaci6n si el producto tuviera 

una carga microbiana de 10 2 microorganismos, sin embargo, si 

la carga del producto fuera originalmente de 10 6 , entonces -

con ese mismo ciclo tendríamos una probabilidad de encontrar 

sobrevivientes de I0-
2

. Este tipo de situaciones debe ser -

evitado mediante el monitoreo continuo de la biocarga porque 

compromete seriamente la esterilidad del producto. 

Existen cinco m¡todos principales de estcrilizaci5n terminal, 

aunque desde luego los modernos desarrollos tecnológicos han 

conducido al descubrimiento de procesos adicionales (por 

cje1nplo el moldeo por soplado, etc.) 
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La elección del proceso apropiado para una forma farmacéuti­

ca dada requiere de un alto nivel de conocimientos de las -­

técnicas de esterilización y de la información concerniente 

a todos los efectos del proceso sobre el material a ser est~ 

rilizado. 

Los cinco m5todos son: 

Esterilización por vapor (autoclave, t = 121°C) 

Esteríli~ación con calor seco (Horno, t "' 250ºC, despir~ 

genizar} 

Esterilización con gas (óxido de etileno) 

Esterilización por radiación ionizante (gama y haz de - -

electrones) 

Esterilización por filtración (filtros de 0.22 um) 

Aunque es del conocimiento general que la esterilización fi­

nal del contenedor lleno· de una forma farmaciutica o de equ! 

po ya empacado es el proceso preferido para asegurar el mín~ 

mo riesgo posible de contaminación en un lote, hay una clase 

sustancial de productos que no son esterilizados terminal-

mente sino que son preparados a través de una serie de pasos 

asépticos. 

Un producto definido como as6pticamente procesado es aquel -

en ~l cual los componentes han sido esterilizados por uno de 

los procesos descritos anteriormente y despu~s ensamblado en 

forma aséptica. Por ejemplo, el producto a granel puede ser 
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esterilizado por filtración, los contenedores vacíos pueden 

ser esterilizados por calor seco, etc.; los requerimientos -

para un proceso aséptico están principalmente dirigidos a: 

a) un aire ambiental libre de miéroorganismos viables 

b) Personal operativo debidamente entrenado y equipado 

e) flujo laminar, presión positiva y acabados sanitarios 

en el iírea 

d} monitoreo continuo del área 

Como se dijo al principio, debe recono~~rse que la prueba de 

esterilidad no puede detectar contaminac:ión microbiana si s&_ 

lo esti presente en un pequeño porcentaje de los artículos -

terminados del lote porque el nGmero especificado de unida-­

des a ser muestreadas imponen una limitación estadistica si~ 

nificante sobre la utilidad de los resultados de la prueba. 

Eso sin contar con los problemas que presenta la prueba en -

sí, ya que existe la posibilidad de que los resultados posi­

tivos en la prueba, puedan ser debidos a fallas en las técni 

cas asépticas empleadas o contaminación ambiental durante el 

análisis. 

Por lo anteriormente expuesto, el principal medio para afir­

mar que un lote de producto o de artículos terminados son e~ 

téríles, consiste en la documentación de la producción y el 

récord de esterilización d~l lote y los records adicionales 

de validación que garantizen que el ?roceuo de esteriliza- -
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ciSn posee la capacidad de inactivar totalmente la cstableci 

da carga microbiana del producto o bien de un reto mis reBÍ~ 

tente; más aún, debe ser demostrado que todos los pasos del 

proceso que involucran al producto expuesto antes de la est~ 

rilización son llevados q cabo de manera aséptica para prev~ 

nir contaminación. 

Si los datos derivados del proceso de manufactura, de la va­

lidaci6n y estudios del proceso de esteriliznci5n y de .los -

controles en proceso son analizados y proveen mayor asegura­

miento de que el lote cumple~ la requerida baja probabilidad 

de contener una unidad contaminada (comparada a los resulta­

dos de la prueba de esterilidad de unidades terminadas toma­

das de ese lote), entonces los procedimientos para efectuar 

la prueba de esterilidad pueden ser mínimos o incluso pueden 

eliminarse como análisis de rutina. Sin embargo, asumiendo 

que todos los criterios de producción arriba citados se han 

cumplido, puede todavía ser deseable llevar a cabo la prueba 

de esterilidad en muestras reducidas del lote de artícu1os -

terminados. 

Existen dos procedimientos para la prueba de esterilidad: 

l~ transferencia directa al medio de prueba y 

2) técnicas de filtraci6n por membrana 

La elección del método se hará de acuerdo a las característ.!_ 

cae del producto a examinar, el método de filtración por me~ 



hrana es Gtil al examinar muestras filtrables procedentes de 

recipientes relativamente grandes, así como de productos fil 

trables con actividad bacteriostática o fungistática. Para 

el examen de productos no filtrables tales como aceites, un­

guentos o cremas, se usará el método de inoculaci6n directa, 

en ambos casos, según s~ requiera pueden usarse soluciones -

antibacteriostitica y antifungistática. 

Debido a la diversidad en la natural~za d~ los artículos a 

ser probados el tamaño de la muestra depende del tamaño del 

lote, del tamaño de unidad y del tipo de proceso utilizado -

(aséptico o esterilización terminal). 

La muestra a ser probada se filtra usando el aparato de fil­

tración adecuado y las membranas se siembran respectivamente 

en dos medios de cultivo: medio fluído de tioglicolato para 

comprobar bacterias., obligada a facultativamente anaerobias 

y medio de peptona de caseína y de soya para comprobar la --

presencia de bacterias y hongos aerobios y se incuban duran-

te 10 a 14 días. 

Para confirmar la esterilidad de cada lote de medio, se inc~ 

ban contenedores representativos a la temperatura y durante 

el tiempo e~pecificado para la prueba. 

Para probar las cualidades para promoción de crecimiento de 

cada carga de autoclaveado de cada lote de medio, separada­

mente se inoculan los medios (cada uno) con organismos de -



prueba en suspensi6n (siembra de mfiximo 100 microorganismos) 

y se incuban de acuerdo a las condiciones especificadas. 

Si despu~s del período de incubación los tubos inoculados 

con el producto no presentan crecimiento, el art{culo cumple 

con los requerimientos de la prueba de esterilidad. Si se -

encontrara creci~iento, se har5 una investigaciGn para <leteE 

minar si al unilisis fu¡ valido o i10. Si 

evidencia que invalide el pri1ner 3n5lisis 

se encuentra --

rupite la prue-

bacon el doble de muestras. Si no se ob3erva crecimiento -

en esta elapa. el articulo cumple con los requeri1ni~ntos d~ 

la prueba de esterilidad, si se observa crecimiento, ul re-­

sultado asr obtenido es concluyente de que el articulo 

cumple los requerimientos de La prueba de usterili<lad. 

2. OBJETLVOS 

Es~ablecer los métodos utilizados en la industria farmacéut~ 

ca para probar la esterilidad d~ los producto~ parenterales 

de pequeao y grnn volumen, y equipoe de venoclisis. 

Esta pr5ctica des~~i~t ~1 ~ro~cJ~~icnto rRrR 1R prueba de e~ 

tcrilidad por el método de filt:aci6n por membrana. 

El alumno será capaz de: 

ef~ctuar la pruPbH rte esterilidad por el método de fil­

traci6n sobr~ m~mbran~ .:n un inyeccable do pequ~fio vol~ 

roen y en uno de gran vol1Jmen. 
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recordar los fundamentos de flujo laminar 

manejar técnicas asépticas adecuadamente. 

3. HIPOTESIS 

Dado que esterilidad significa ausencia total de microorga-­

nismos viables, entonces, si los productos analizados son e~ 

tériles no se observará crecimiento en ninguno de los tuvos 

con medio de cultivo. En el caso contrario, si los produc-­

tos no son e&t~riles habri crecimiento e11 uno o ambo~ de los 

medios de cultivo. 

4. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL 

4. l. Materiales: 

Aparato de filtraci6n adecuado (p.ej. Sartoruis 

o Millipore) 

Filtros de 0.45 um. <le porosidad 

Sujetafiltros 

Pinzas para filtro estériles 

Bomba de vacío 

Campana de flujo laminar 

lncubadores 

4.2. Reactivos: 

Los medios para la prueba pueden ser preparados -

como se describe o n partir de mezclas comercia-­

les desecadas, siempre y cuaudo al reconstituir -

de acuerdo a las instrucciones del fabricante, 

tengan las mismas propiedades de promoci6n del 

crecimiento que las f6rmulas nqu! enunciadas. 
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Medio fluído de tioglicolato 

L-Cistina 

Cloruro de sodio 

Dextros a 

Agar 

Extracto de levadura 

C3seína digerida pancr5ticamente 

Tíogliculatu Je ~uJiQ 

Soluci6n de H~snzurina de sodio 

Agua 

Esterilizar en autoclav~ durante 

15 a 20 m.in!_L a 120ºC 

pH tras la. esterilización 

0.5 gr. 

2. 5 gr. 

5. 5 gr. 

o. 7 5 gr. 

5. o gr. 

15. o gr. 

o. 5. ¡:;r. 

l. o gr. 

1000.0 ml. 

7 .1 ± o. 2 

Colocar el medio en rccipicnt~s arlccuados de cal modo que la 

mitad de la profundidad del nedio haya c~mbiado a color -

rosa al finalizar la incubaci6n. Si mas del tercio superior 

ha adquirido un color rosa (indicador de que ha absorbido -­

oxigeno) el medio puede regenerarse por una sola vez, calen­

tando el baño de varar ha:>ta r¡ue eJ color desaparezca. Gua~ 

do el med~o estfi lioto para au uso~ no m5s de un dicimo de -

la profundidad del medio debe tener color rosa. 

Medio flu~do de peptona de caseina y peptona de soya 

Caseina digerida pancrc5ticanente 

Soya digerida con ;.iuraína 

17.0 gr. 

3.0 gr. 



Cloruro de sodio 

Fosfato de sodio dibásico 
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S. O gr. 

2. 5 gr. 

Dextrosa 2.5 gr. 

Agua 1000.0 rnl. 

Esterilizar en autoclave durante 15 a 20 mins. a 120ºC 

pH tras la esterilización 

Solución tamponada de cloruro de sodio 

KH 2 Po 1, 

Na 2 HP0 4 .12H
2

0 

X.:i.Cl 

Peptona 

Agua destilada o desrnineraliz3da 

Se envasnr5 en recipientes apropiados. 

7. 3 :!: o. 2 

adición de peptona 

3.56 gr. 

7. 2 3 t;r. 

(¡. J gr. 

l. o gr. 

1000. o ml. 

Tratamiento en autoclave a 120ºC durante 20 minutos: pR • 7. 

Empleo: para disolver sustancias sólidas hidrosolubrcs y la­

var sustancias con actividad antimicrobiana procedentes de -

filtros de méabrana (Agentes de conscrvación 1 antibióticos, 

quimioterápicos). 

4,3 Técnica 

Co~o muestra frlcgir 20 ampolletas del mismo lote 

de 11na marca cum~rcial, de preferencia buscar ---



unas cuyo principio activo no tengo propiedades -

ontibacterianas, bacteriostáticas o funcistáti- -

caz, pues cu tal caso, scr5 mencstar el uso del -

iriactivador respectivo. Se agregar5 al medio, -­

por eje~plo: para sulfamidas: fieido p-amino-bcn-­

zóico (1% ~n solución c~mp6n de NaCl con adición 

de Peptona), para penicilina: penicilasa; para e~ 

falosporinas, B-lact3masa. Se usari como muestra 

tambi~n un par~nteral Je gr~n volumen. Se puede 

elegir frasco o botella con soluci6u salina, dex-

trosa u otra soJuci6n (se necesitan por lo menos 

10 rccipient~s d~ un loe~). 

/\mpollctas: 

En las ampolletas se traza una ranurn con un ina-

trumento adecuado y antes de abrirlas dcsinf e~ 

~~r~ lR ~11ncrfici~ exterior, por ejemplo con al--

cohol al 70% o con l1ipoctorito de sodio al io:. 

Una vez abiertas, el contenido Re aspira con una 

pipeta o jcring~ estériles y se traslada al apar~ 

to filtrador, Dcpen<lit:!n.<lo de l.:?. U3turaleza del m~ 

terial pueda intentar~e tambi~n vaciar la ampoll~ 

ta directamente al aparato de filtraci6n en vez -

de usar la jeringa. 
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Botellas de Vidrio: 

Remueva la tapa externa y la retapa met&lica. Fl~ 

mee el tapón o disco de latex. El tapón puede -­

ser desinfectado con alcoJ1ol al 70% y uecado al -

aire antes de flamear. 

Use un filtro de aire aguja para romper el v~ 

cío. Deje el filtro en su lugar. 

Inserce un equipo de transferencia estéril en el 

orificio de salida del tapón. 

Bolsa de Plástico: 

Remueva la sobreenvol turn y el protector e inser­

te el equipo de administración. 

Instrucciones generales: 

Volúmen de muestra: 

Contenedores con 100 ml. o menos~ filtre el con­

tenido entero de todas las unidades indicadas 

Contenedores de 100 O 500 ml: filtre el contenido 

entero de las unidades indicadas. 

Contenedores con más de 500 ml: filtre al menos -

500 ml. de solución. 
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Técnica aséptica: 

Se deberá usar estricta técnica aséptica durante 

todos los procedimientos. La prueba debe ser re!!_ 

lizada en una campana de flujo laminar. Los ana­

listas deber5n usar cofia y uniforme limpio o ba­

ta asignada para uso exclusivo de la prueba de e~ 

terili<laJ. 

Se deberán usar guantes estériles así como cubrc­

bocas. 

Controles ne~ativos: 

Se incubari un tubo de cada medi.o a ln temperatu­

ra adecuada y durante todo el tiempo que dure la 

prueba para verificar la esterilidad d~l medio. 

Se filtrará una ~uestr;l 1\c un lote de rt!Íerencia 

(cuya esLerilida<l est~ comprobadn) usando una me~ 

brana estéril y ~1 apar~to de filtración, así co­

mo las soluciones de ~njua~uc, ~sto es con la fi-

Se chccari la no existencia de g~rmencs en el ai­

re del cuarto> sobre todo bajo ~1 flujo laminar, 

mediante el uso de placas <le exposición en los si 

tíos estratégicos. 
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Cada carga de medio autoclaveado se probará para 

verificar su capacidad de promoción de crecimien-

to. inoculando por duplicado tubos de cada medio 

con 10 a 100 microorganismos viables de cada una 

de las cepas que se citan a continuación en la si 

guiente tabla! 

Microorganismos de prueba 
Incubación 

Temp. Condiciones 

Tioglicolato Bacillus subtilis ATCC 6633 30-35°C AC'robias 

e. albicans ATCC 10231 30-35ºC Aerobias 

B. vulgatus ATCC8482 30-35ºC Aerobias 

Saya-Caseína Bacillus subtilís ATCC 6633 20-25ºC Aerobias 

c. albicans ATCC 10231 20-25ºC Ae rabias 

Ejecuci6n de J.a Prueba: 

Las siguientes instrucciones son para el equipo -

Sartorius y Millipore. Haga los cambios apropia-

dos para equipo de otros proveedores~ se usar5n -

memhranaG de 0.4j um de luz de poro. 

Coloque el manifold esterilizado en la campana de 

flujo laminár y remueva la$ cubiertas de las en--

tradas de vacío, apriete loe filtros de aire de -

las válvulas de 3 vías. Conecte la manguera de -

vacio. Inspeccione si no existen membranas rotas 

o membranas fuera del 0-ríng. Remplace aquellas 
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que presenten defecto. 

Asegúrese que cada uno de los vasos de filtración 

están firoernentc adheridos a la base del sostén -

del filtro o apriEtelos cuidadosamente en caso n~ 

cesario. 

Si se usan equipos con aguja para ln transferen-­

cia de la mu~stra, desinfecte los protectores de 

goma Je la ;:q.:uj .:i con el desinfectante adecuado, -

permita secar e inserte la aguja en el tapón de 

la botella o en puerto du entrada de la bolsa, -­

cuilgucla invertida y abra la llave (o pinza) del 

equipo de transferencia, cuando el filtro Pst5 

2.0 bar v abra la& v&lvulas del 1nanifold. 

Para el caso <lP contenedores qt1e conte11gan menos 

de 100 ml., vacie ~1 contenido entero de no 1n~nos 

de 20 recipientes (arnpoJletoG) por ~~nhr~n~ e =i­

tud de mcr:ibr.1na. 

En el caso di.:? cout.'!ncdores de más de 500 rnl •• - -

asépticamcnte transfiera no menos de 500 ml. de -

cn¿a uno, por caJa membr3na o mitad de membrana -

usados (usar 10 recipientes). 

En cada caso dcspu&s de filtrar el contenido re--



querido, se enjuaga el filtro con un mínimo de --

100 ml. de solución tampón de fosfatos con adi- -

ción de peptona. 

Corte la membrana a la mit~d (si sólo una es usa­

da) usando tijeras estériles y pinzas. Transfie­

ra una mitad de la membrana a 100 ml. de medio de 

t~oglicolato en un tubo de ensayo. Tranofiera la 

segunda membrana u 100 ml. de caldo de soya-casef 

na en otro tubo de ensayo. 

Dependiendo del tamaño del tubo de ensayo puede -

requerirse mayor cantidad de ~edio. 

AsegGrese de que el filtro ~!canee la inmersión -

apropiada y adecuada profundidad para mentener -­

una zona anaeróbica en el caso del medio de tio-­

glicolato. 

Incubación: 

HeJio fluído de tioglicolato: 30 a J5ºC por no m.!:_ 

nos de siete días. 

Caldo de soya-caseína: 20 a 25ºC por no menos de 

sfete díao 

Interpretación: 

Despu~s del periodo de incubaci5n, examine loa t~ 
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bos para evidencia de crecimiento de microorgani~ 

mos: 

Prueba negativa: 

Definici5n: No hay crecimiento, no existe turbi­

dez en los tubos inoculados. 

Accí6n: El artículo probado cumple los requeri-­

mientos de l« prueba Je esterilidad y puede ser -

liberado, si todos los otros criterios (anal quí­

mico, etc.)cumplen 

Prueba positiva: 

Definición: Crecimiento evidenciado por la apnr~ 

cíón de turbidez en los tubos inoculados. 

Acci5n: Si s~ encuentra crecimiento microbiano -

pero después de una revisión del monitoreo del -­

irea, de los materiales usados, del procedimiento 

de prueba y de las controles positivos y negati-­

vos que indiquen que los medios o la técnica fuP 

inadecund3, ~nLvnces el primer anilisis se consi­

derari invSlido y puede ser repetido. Si se ob-­

servn crecimiento pero na hay evidencian que inv~ 

lide el primer análisis, se procede a efectuar un 

segundo aniliais qua ~e considerar& como reprueba. 

El tamaüo de la ruu~stra es como mfnimo el doble -
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de la primera vez. 

Los volúmenes mínimos probados de cada artículo y 

los medios y los periodos de incubación son los -

miemos que los indicados para el primer an5lisis. 

Si después de efectuar el análisis de reprueba no 

se encuentra crecimiento, el artíc'ulo probado cu!!! 

ple los requisitos de la prueba de esterilidad. -

Si se observa crecimiento, el resultado así obte­

nido es concluyente de que el artículo no cumple 

los requerimientos de la prueba de esterilidad. -

Sin embargo, sí puede ser demostrado que el segu~ 

do an5lisis (reprueba) fue !nvalido a causa de f~ 

lla en los medios o bien por el inadecuado uso de 

una t~cnica as¡ptica al realizar la prueba, entoE 

ces el segundo análisis (reprueba) puede ser rep~ 

tido4 

5. REGISTRO Y ORGANIZACION DE DATOS: 

Registrar los datos en la siguiente forma: 
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Lab. de Microbiolo­
gía Farmacéutica 

PRODUCTO: 

DETERMINACIONES 
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REPORTE DE PRUEBA 
DE ESTERILIDAD 

LIMITES 

Practica No.: 

CANTIDAD: 

RESULTADOS 

Esterilidad Cumplir, pasar la prueba --------

ANALIZO: FECHA: 

G. ANALISIS DE RESULTADOS Y CONCLUSIONES: 

De acuerdo a los requerimientos de la prueba de esterilidad 

el producto que usted analizó lp~sa o no pasa la prueba? En 

caso de que no pasara la prueba d¡ una explicaci6n. 

¿Por qué cree uated que la prueba de esterilidad sea tan im-

portante en un producto inyectable? 

Explique .en sus propios c&rminos qu~ es el valor D 

Explique el funcionamiento de una campana Ju !luje la~inar 

¿cuánto es el número de partículas permitidas bajo flujo lami 

nar7 

¿Porqué es importante el tamaño de po~o de los filtros usados 

para la prueba de esterilidad?. 
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PRUEBA U 

DETERMlNACION DE PIROGENOS. PRUEBA USP EN CONEJOS. 

DETERHINACION DE PIROGENOS ~N UN EQUIPO DE VENOCLISIS 

l. lNTRODUCCION: 
~~~~~~ 

Perspectiva Ristórica. 

La primera infusión intravenosa registrada fue administrada 

por el Dr. Thomas Lastta de Edimburgo 1 durante 1a epidemia -

de c&lera de 1832. Con atenci6n constante y frecuentes iof~ 

sienes salinas, el Dr. Lacta logró salvar las vidas de cinco 

de quince víctimas del cólera, Este triunfo dramático~ com-

par~do con remedios ante rieres, aseguró el futuro para la t~ 

rapia de infusión de fluidos. Los primeros practicantes de 

la terapia de infusión observaron que el tratamiento genera! 

mente iba aco~pañado de una reacción febril característica -

en sus pacientes. La reacción febril se desarrolla dentro 

de los 30 cinutos a 2 horas después de la inyección y consis 

tía ~n escalofríos seguidos de LlcLr~ ~o~ nlt8~ temperaturas 

persistente por varías horas. 

1.as respuestas febriles fueren tan comGnmente asociada6 con 

1n terapia de infusión que algunos de los primeros trabajos 

de investigaciOn versaban sobre la idea de de1iberadamente -

producir respuestas febriles por media de la infusi6n para -
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producir "piroterapia" en el tratamiento de enfermedades ta­

les como artritis y sífilis. 

En 1875, Sir Jchn-Sandersor., profesor de Fisiología en el -­

University College l.ondon fue el primero en usar el tirmino 

''pir5geno 11 para describir la sustancia causante de la fiebre 

que se encar1traba en los flu1dos intravenosos. Burdon-San-­

derson cviJcntementa se di5 cue11ta que Jos pir6genos pod!an 

ser de origen microbiano dado que su articulo escrito en 

1876 y tit:1Jl .:ido ' 1 ~· .. ccrca del l'roccso d~ la Fiebre'' planteaba 

cuestiones acerca de si los microorganismos o sus productos 

eran los responsables de producir la fiebre. Los primeros -

trabajos significativos sobre los pir5genos en soluciones -­

fueron conducidos por Bort y Penfold en 1911. F:stos invesc_!. 

gadores inyectaron aeua recíentcmcnt~ destilada en hombr~s y 

animales y no encontraron cambios perceptibles en la tem¡1er~ 

tura. 

Sin embargo, si la misma agua era inoculada dentro de conte­

nedores no cst~riles y SP 1~ ~cj~~~ µc1111a11~cer por cierto p~ 

r!odo de tiempo y rcinyecta~~ en hombres y animales, aparc-­

c!an reacciones febriles. Ellos concluyeron que la sustancia 

denominada 11 pir6geno 11 era un producto asociado con las bact~ 

rias, pero no con los cuerpos de la~ mismas puesto quti nin-­

gun proceso de autoclaveado 1 hervido 0 filtrado podía elimi­

nar la sustancia pirogénica deJ agua. 



168 

Definición de Pirógeno: 

Ahora nosotros sabemos que los pirógenos son verdaderamente 

de origen bacteriano. Son lipopolisacaridos localizados en 

la pared celular de las bacterias gram-negativas donde aco~ 

plcjados con lípidos y proteínas forman la membrana externa 

de la célula. Los lipopolisacaridos consisten de tres regí~ 

neo de contraG te químico y propiedader; biolOpicu!:>. El polisa­

ca.rido específico O (Región I} contiene la· especificidad scro­

lógica principal y está unido al polisacarido núcleo (Región 

II) la cual es común en los diferentes grupos de bacterias. 

El núcleo est5 ligado al componente lípido (Renglón III) a -

través de un trisacarido, el componente lípido es llamado li 

pido A y es responsable de 4na ..implia. variedad de actividades 

biológicas. 

Las bacterias pueden causar enfermedad ya sea por invasión, 

esto es mediant~ ataque y daño a las células del huésped, o 

bien por toxogenicidad, o sea for.;iando toxinas que envenenan 

las c€lulas hu~sped. 

Con respecto a lo primero, se conoce relativamente poco ace~ 

ca de los factores involucrados a nivel molecular y del que -

por qu€ ciertas bacterias muestran tan alta selectividad l1a­

cia el tejido que invaden. Indudnblemente varias defensas -

del huésped, incluyendo inmunidad y la Jntegridad 

jidos esc5n parcialmente involucrados. 

de los t~ 
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Se conocen algunas bacterias que liberan sustancias tales c2 

mo hernosinas, leucocidinas, coagulosas, quinasas y hialuroni 

<lasa, las cuales pueden contribuir a promover la invasi6n. -

Aunque escas substancias son elaboradas por las bacterias y 

ejerc•·n p~o[un~os efectos nobre el hu~sped, no son usualmcn-

te consideradas co~o toxinas bacteriallJS ~l~sicas. 

L<ls toxinas ba:-terianas incluyen 11 exotoxinas" y 11 endotox.i- -

nas 11
• Lafi exotoxinas son protéinas producidas por algUnns -

bacterins Gram-positivas y ciertas e~pecies de Gram-negati-­

vas y que eventualmente son liberadas hacia uus alrededores. 

Las exotoxinas r~presentan alguno9 de loa m5s potentes vene­

nos conocidos. Por ejemplo se ha calculado que 200 gr. ~e -

toxina dul botulismo tipo A son suficientes para matar a la 

población entera de todo el mundo, un mícrogra~o mataría 

200,bOO ratones blancos, Las exotoxinas son muy especificas 

en sus accione9. Muctlas aon neurotoxin&s o causan necrosis 

celular. son antirinicaa y cuando 3on trntadas con formalde-

z~nt~a en seres humano~ proporciona~do prctecci6n duradera -

en contra de ]35 toxinas bacterianaE. A cu11tir1uaci~n :~cnci~ 

n3'~0$ unoe pocoii de los ~5s i~parta11tes ~icroo~ganiomos pro-

dur..:.r.: 
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Clostridium botulinum (Botulismo), Clostri<lium tetani (Teta­

ni). Clostridium perfringens (g3ngren.'.l gaseosa), Corynebact!:. 

rium diphtheriae (diftt;!ria), Stn~ptococcus pyog~ncs (fiebre -

escarlatina), Pausteurella pestis (Pcstu) y Sl1igella dysent~ 

riae (Disentería bacilar)ª 

Las endotoxinas se encuentran en las bact~riaa Gra~-negati-­

vas y estSn asociad~s con, a san id~t1ticas a, loe lipopolis~ 

caridos presentes ~n la envoltura de la c6lula. A d1feren-­

cia de las exotoxinas son estables al calor y son menos po-­

tentes y cenos especificas en sus accio11cs, uu forg~n toxoi­

dcs (son pobres agentes inmunizantcs) y no son liberadas 

menos que la integridad de la c~lula sea mec5nicamente o qu! 

micaacnte destruida. Las endotoxinus producen fiebre y se -

cree son responsables de secuelas irreversibles algunas ve-­

ces (p.ej. shock endotúxicos o ~éptico) en in(ecciones seve­

ras de Gra~-negativos tales como Enterobacteriaceae y otrov. 

Mucho de la influencia de endocoxínas parece depender de la 

cantidad qu~ ce li~er8 de ollas. 



171 

COMPONENTES QUIMICOS DE LAS PAREDES CELULARES DE 

BACTERIAS GRAH-POSITIVAS Y GRAM-NEGATIVAS 

Gram-Positivas Gram-Negativas 

Aminoácidos Tres o cuatro de los 
principales amino5ci 
dos, incluyendo ala= 
nina, Ecido glutimi­
co y lisina o ácido 
aroc5ticos. Aminofi­
cidos que no contie­
nen sulfuro .. 

La mayoría de los 
amino5cidos encon 
trados en las prO 
teínas comunes,~ 
incluyendo ácido 
diaminopimClico. 

Acido Murámico Presente Presente 

Lípidoa 0-2% 1 0-20% 

Polisacaridos 35-60% 15-ZO:t 

ALGUNAS DIFERENCIAS ENTRE LAS BACTERIAS GRAM-POSITIVAS 

Y GRAH-NEGATIVAS 

Gram-Poaitivas 

Contiene ribonucleato de rnagn~ 

sio 
Huy sensitiva a los colorantes 
trifenilmetano (ej.violeta 
crystal) 
Sensible a la pcnicili11a 

No se disuelve en 1% KOH 
Punto iso~lé~trico apa~ente 
p112-3 
Bacilos formadores de esporas, 
muchos cocos (lactobacilus y -
Corinebacerias) 
Toxinas (~i hay): exotoxinas 

Gram-Negativas 

No contiene ribonucleat.o -
de mg. 
Menos sensitiva a los colo 
rantes de tintes trifenil= 
met.:ino 
Sensible a la estreptomici 
na 
Se disuelve en 1% KOH 
Punto isoeléctrico aparen­
te pH 4-5 
La mayoría bacilos no for­
madores de e6poras~ ~spirl 
los, algunos cocos. 
Toxinas: cndotoxin;is 



172 

CARACTERISTlCAS GENERALES DE 

EXOTOXINAS Y ENDOTOXINAS 

Característica L 
·----- ---------+----! 

Exotoxina Endotoxina 

Fuente 

Naturaleza Quí~ica 

1 

Predominantcc:ientc pe- j Principn.lmente -
ro no exclusivamente, liberadas por la 
excret..1das por al¡;u-- ! pared celular de 
na!; bacterias grarn-pE_ j las bacterias --
Hitivaa gram-negativas 

Proteínas Lipopolisacari-­
dos 

Resistentes in-­
cluso al autocl~ 
ve ad o 

11 ro? ie<latlo~ 
gicas 

inmunol.Q. !Es fáci1ml.•nte conver­
tida a toxoidt!, fácil 
mente n~utraliznda -= 

1 por la ontitoxinn 

No se forman to­
xoides neutrali­
zación ausente o 
más difícil <le -
alcanzar con a11-

titoxina 
t-~~~~~~~~~~4--~ ~----+~~~~~~~~---i 

Dosis letal 

Acción 
cas 

farmacolóbi 

Pequeñísima. Entre -
los m5s potentes ven~ 
nos conocidos 

Generalmente específi 
ca para un tipo parti 
culnr de cl!l•1lr1 o teE: 

¡ 1 .. :::.J.c-:!.6!~ 'r"•""TVÍO!>a 

1 

Usualmente mls -
grande que la de 
la mayoría de -­
las e:.<otoxin.as 

l 
Efectos varios, 
fiebre intensa, 
principalmente -
síntomas de - -

1 shoci<- ~"'"=o~i=]. 
do. 

Resumiendo pues, los pirógenos son endotoxinas de bacterias -

gram-negativas y son sustancias nocivas, muy difíciles de eli 

minar ya que incluso r~sistcn la esterilización. La única --

íorma de controlarlas es reedianc0 al monitoreo de la biocarga 
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de las soluciones parenterales. 

Las endotoxinas de la membrana externa de las bacterias gram­

negativ~s son la principal fuente de pirógcnos por lo que las 

soluciones parentcralcs y los equipos intravenosos deben es-­

tar libr~s de ellas. 

Prueba del Consejo USP: 

La pirogenicidad, o fibre producida por la ·actividad de los 

lipopolisacaridos, fue primeramente usada por Florcnce Sei-­

bert en 1923 como un método para detecLar lipopolisacaridos. 

Seibert usó el conejo como animal de prueba y fue la primera 

en sugerir que todos los fármacoG debían ser probados para -

determinar la presencia de piróbenos por medio de monitorco 

de reacciones f~brilcs en conejos inyectados con dichos pro­

ductos. La primera producción comercial de parenterales de 

gran volumen comenzó a principios de los años JO's con ela<l­

venimiento de la Segunda Guerra Mundial. La demanda por la 

terapia intravenolia Je ~t~n ~a111~1rn emp~z6 a llamar la aten­

ci6n hacia los probl~n.~s ¿~ :cr ~ir6eenos y la necesidad de 

una prueba oficial que asegurnra la ausencia de pirógenos en 

las preparaciones intravenosos. A principios de los cuaren­

tas se llev5 a cabo un estudio en colaboraci6n de la Food -­

and Drug Administration, el Nation31 Institutt.' of Ucalth y 

14 compafi!as farmaciuticas. CoQo r~sulLsdo :le este estudio 

se incorporó la primera pru•~:tl.-i ofici.J.l d•! piró¡;enc•s pal:' con.~ 
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I.u prueba consiste la inyección intravenosa de la solu--

ción a ser probada en los conejos bajo condiciones específi 

cas y el suboecuente registro de sus temperaturas. 

Durante más de treinta años la prueba de inoculación intrav~ 

nosa en corl~jo fui el Gnico procedimiento confiable para la 

determinación de pirógenos, que era descrita en todos los -­

formularios internacionales. En general, la prueba ha sido 

muy útil y, a pesar de la elaborada naturaleza de la prueba, 

su alto costo, problemas de ejecuci6n y la variabilidad ca-­

racterística de todos los sistemas biol6gicos, sigue siendo 

aGn la Gnica prueba vilida oficialmente parala mayoría de -

los productos pnrenterales. 

2, OB.JETIVOS: 

Describir el m~todo de determinaci6n de pir5genos por cone-­

jo. El alumno será capaz de: 

Determinar la pirogenicídad a un equipo usando le méto-

do USP 

Adquirir experiencia en el manejo de animales de labor~ 
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torio. 

Entender la definici6n de 11 pir6geno 11 y las razones por -

las cuales todas las soluciones y preparados parentera-­

les denbc~. estar exentos de úllos. 

3. HIPOTESIS: 

La prueba en conejo USP consiste en inyectar un volumen pre~ 

crito de solución intravenosamente dentro de la vena margi-­

nal de la oreja de conejos y observar la temperatura de los 

conejos por medio de termopares rectales durante las tres h~ 

ras siguientes a la inyección. Si la solución inyectada co~ 

tiene pirOgenos~ se observará un incremento en la temperatu­

ra de los conejos. Si la solución está libre de pirógenos -

se observari incremento de temperatura en los conejos. 

4. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL: 

4.1 Materiales: 

Jeringas d~spirogenizadas 

Agujas no pirogénícas 

Material de vidrio limpio y despiro~enizado 

Registrador de temperatura automático (Kaye Diges-

trip) 

Termopares para conect~rlos al registrador 

Cepos de madera o de acero inoxidable para los co­

nejos 

Baño maría par~ calentar la ~olución 



170 

4.2 Reactivos: 

Agua destilada no pirogénica 

Solución salina 0.9% no pirogénica 

4.3 Técnica: 

Animal <le prueba: 

Use conejos maduros, saludables, que pesen no me-­

nos de 2.2 kgr. los conejos deberán tener periodos 

de descanso entre pruebas de por lo menos 72 'hrs. 

Si cualquier ~nimal ha sido usado para una prueba 

anterior de pirógenos que haya dado como resultado 

una respuesta en su temperatura de 0.6ºC o más, el 

animal no puede ser usado hasta despl1~s de un pe-­

riodo de descanso de dos semanas. Cuando una mue~ 

tra bajo prueba haya resultado pirogénica todos -­

los animales usados durante la prueba de esa mues­

tra deberin tener un p~riodo de descanso de dos s~ 

manas. 

Calibraci6n del registrador de temperatura: 

El aparato registr~dor deberá ser calibrado men- -

sualmente a tres temperaturas contra un termómetro 

certificado de la DGN, el cual haya sido conectado 

a un baño de temperatura constante equipado con un 

regulador que pcr1uita una diferencia de O.OlºC. 
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Los termopares o bulbos de resitencia son sumergi­

dos dentro del bafio de modo que no toquen los la-­

dos o el fondo, a una profundidad estándar de 9 -

12 cm. Una variaci5n de± O.lºC con respecto al -

termómetro de la DGN es aceptable. 

Un termopar que tenga una diferencia de ± 0.2ºC de 

variación debe ser reemplazado, Checar loe termo­

pares a 37ºC, 39ºC y 41°C. ·Los ·termopares tambi~n 

deben ser checados para determinar que la lectura 

máxima es alcanzada en menos de 5 minutos. 

Calibración de los hornos y baños de agua: 

Monitoree el horno dcspirogenizador y el bafio de -

agua para cal~ntar botellas, diariamente con un -­

termómetro o termopar que haya sido calibrado con­

tra un estindar de la DGN. La temperatura del hoE 

no despirogenizador debe alcanzar un mínimo de - -

250°C. La temperatura del baño debe ser de 37ºC ± 
l. OºC. 

Dcspirogenización del equipo: 

Coloque las jeringas, agujas y material de vidrio 

que se vaya a usar para la prueba en un horno a --

2500C por no menos de JQ mins. Registre la cempc-

ratura del horno ~1 ?e~iodo de ciampo que el - -
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equipo est5 en el horno (tambi~n pueden usarse je­

ringas y agujas desechables est5riles no pirog5ni­

cas). 

Cuidado de los bulbos y termopares: 

Después de cada uso los termopares o bulbos se li~ 

pian primero con paiiuelo desechable para quitar el 

material fecal> después se limpian con una ír.anela 

saturada con jab6n y agua y finalmente se limpian 

con alcohol al 70% (etanol o isopropanol). 

Preparación de la muestra: 

El equipo de venoclisis que va a ser analizado se 

llena con solución salina o agua destilada (no 

exceder 40 ml) tan completamente como sea posible, 

cuidando de tocar las superficies externas, so-

bre toda si el equipo sólo tiene superficies inte­

riores esterilizadas (ver el marbete}. Deje perm.!!_ 

necer la solución por lo meno~ una hora a cempera­

tura ambiet1te 15-JOºC o 15 minutos a 37ºC. Drene 

el equipo sobre un vaso de precipitado6 despiroge­

nizado y si es necesario caliente la soluci6n a 

ser probada bafio de temperatura constante el 

tiempo suficiente para asegurar una tcraperatura de 

35-39°C al momento de la iny~cci6n. 
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PreparaciSn de 108 conejos para la prueba: 

Se colocan tres conejos en los cepos, uno ensegui­

da de otro. Los bulbos de resistencia o los tcrm~ 

pares se cubren con vaselina y se insertan de 7.5 

a 10 cm. dent.ro del recto de los conejos y se ase­

guran con cinta adhesiva o equivalente (de por lo 

menos 1/4 11 de ancho o bien puede ponerse un list&n 

y amarrarlo al rabo de los conej~s. Se debe tener 

cuidado en la inserción de los termopares. Si el 

conejo parece particularmente nervioso o si se no­

ta una respuesta pirogénica, la posición del bulbo 

debe ser chccada dado que 1os bulbos o termopares 

son delicados y por lo tanto deberán aer tratados 

en forma delicada y no brusca. 

Periodo de estabilización: 

Se permitirá estabilizar a los conejos por lo me-­

nos 30 mint1tos antes de que empiece la prueba. Se 

mide la temperatura de los conejos después de que 

se haya complcLa<lo el periodo de estabilizaci5n y 

se registra. Sólo aquellos conejos cuya temperat~ 

ra inicial sea de 38.9 - 39.BºC deben ser usados. 

Inyección de los coneío~: 

Cada animal es iJ1yectado d~ntco de los 30 minutos 
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siguientes a los qu~ la temperatura inicial fue r~ 

gistrada. Para iluminar las venas se puede usar -

una lámpara a contra luz, el sitio de inyección es 

desingectado con alcol1ol al 70% (etanol o isoprop~ 

nol). Se deben lavar las manos con agua y jabón -

antes de preparar la muestra para la prueba, si se 

usan guantes para manejar los conejos, removerlos 

antes de lavarse las manos. 

A continuación se inyectan 10 ml de muestra (solu­

ción salina proveniente del equipo} por cada kilo­

gramo de peso del conejo intravenosamente en la v~ 

na marginal. La velocidad de inyección debe con-­

trolarse de tal manera que la inyección total de -

la muestra no tarde menos de 2 ni más de 10 minu-­

tos. 

Registro de temperaturas: 

Las temperaturas son registradas en la carta del -

Digestrip y se imprÍmPn e~ !os siguientes periodos: 

1, l l/2, y 3 horas despu6s de la inyecci5n. Si 

uno de los termopares rectales es rechazado por un 

conejo en uno de los momentos de registro, esperar 

aproximadamente cuatro minutos después de recolo-­

carie el termopar al animal antes de leer y regis­

trar la tcmper~tura del conejo. Esto le dará -
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tiempo al conejo para recuperarse de la hipotermia 

inicial. La temperatura inicial y el máximo cam--

bio en la temperatura (hacia arriba o hacia abajo) 

se anota tamQién en la tarjeta histérica del cone-

jo, asf como el lote, nombre de la solución/equipo 

probado. 

Interpretación de Lesultados: 

La temperatura control tomada antes de la inyec- -

ción constituye la temperatura normal del animal -

individual para la prueba a partir de la cual los 

cambios subsecuentes son debidos al material a ser 

probado. 

PRUEBA DE TRES CONEJOS 

Cambios en temperatura 

No más de un conejo muestra un incremen 
to de 0.4°C o más, Ningún conejo mues~ 
tra un incremento de 0.6ºC o más y la -
suma de los tres conejos es menor a - -
1.2·c 

Cualquier conejo individual muestra un 
incremento de 0.6ºC o más 

Dos conejos muestran cada uno un incre­
mento de 0.4ºC o mác 

La suma de los tres conejos es de l.2ºC 
o más 

Disposición 

Pasa la prueba 

Repetir la prue­
ba en 5 conejos 
adicionales 

Repetir la prue­
ba. en 5 conejos 
adicionales 

Repetir 1a prue­
ba en 5 conejos 
adicionales 
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5. REGISTRO Y ORGANIZACION DE DATOS: 

Anote las temperaturas de los conejos en la tabla siguiente: 

el reporte de prueba de pirégenos constituye el récord origi 

nal, los datos del Kaye deben ser pasados a este formato, -­

aunque las gráficas del Kaye deben ser guardadas como parte 

del récord original. 



REPORTE DE PRUEBA DE PIROGENOS 

CONEJO 

UNAM 
Lab. de Microbio­
logía Farmacéutica 

NOMBRE DEL PRODUCTO: 

tone jo No. 

inicial. 

Pif erencia T - T. 
n i 

:Peso: 

~os is (ML) 

frnyectada~ 

lriempo iny.: 

J;;onej o No. 

~- inicial 

Pifer~ncia T - T. 
n i 

IP eso : 

[Dos i"s (HL) 

rnyec tada: 

tiempo in t.: 

K:onej o No. 

!f. in i (' i :1 l 

tDiferencia 1' - Ti n 
eso: 

fDosis (ML) 

Inyectada: 

tl'iempo in t. : 

ANALIZO: 

RESULTADO: PASA ( 
---·---·-

OBSER \':\C !Ota.:s: 

Práctica No. 

T.-l Hr. T•l l /2 hr T=2 Hr T=J Hr 

FECHA: 

) REANALlSIS < NO PASA ( ) 
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6. ANALISIS DE RESULTADOS Y CONCLUSIONES: 

¿Qué es perogeno? 

¿A qué se debe que se eleve la temperatura en los conejos 

y en las personas con los perogenos? 

¿Qué lo ocasiona? 

¿Cu51 es la raz6n de esperar JO minutos antes de tomar la -­

temperatura inicial a los conejos despúes que se les ha col~ 

cado los termopares? 

¿Cuál la razón de poner a los conejos en un cepo? 

¿El equipo que usted analiz6 pasa o no pasa la prueba? ¿Por 

qué? 

¿Porqui al preparar la muestra y ser llenado el equipo con 

soluci6n salina se deja reposar durante una l1ora? 

¿Porqu~ se tiene que calent~r la soluci6n de prueba a 35-39º 

C. antes de inyectarla a lag conejos? 

¿Qué cuidados cree usted que deban de tenerse para el área -

de pruebas en el momento en que ésta es efectuada? 
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PRACTICA ff 

DETERMI~ACION DE PIROGENOS. PRUEBA DEL 

L!SADO DE AMEBOC!TOS DE LIMULUS 

_P_ROCEDIMIENTO POR DENSIDAD OPTICA 

DETERM!NACION DE P!ROGENOS EN SOLUC!ON SALINA AL 0.9~ 

l. lNTROD~CCION: 

La prueba del lis6do de amcbocitos de Lirnulus es reconoc~da 

en la literatura coco el método más sensitivo y conveniente, 

actualmente disponible, para detectar endotoxinas bacteria--

nas, las cuales son la causa principal de la pirogcnicidad. 

Por esta raz6n la prueba tiene gran utilidad como una l1crra-

mienta de control de calidad de los productos parentcrales y 

de equipos. 

La prueba del lisüdo de amcbocitos de Limulus (LAL) está ba-

sada ~n el mecanismo de coagulaci6n del cangrejo herradura, 

Limulus polvpt1emus. Cuando el cangrejo es herido la exposi--

ci6n a bacterias gram negativas y sus endotoxinas ocasiona -

para forcar un3 cadena en torno a la cual se forma un gel --

protéico. 

La prueba de LAL usa extractos de estas células para efec- -

cuar. la determinaci5n de endotoxinas. 

Limulus polyphemus, el cangrejo herradura de Norteamerica, -



18'1 

forma parte de un grupo de arácnidos marinos que se encuen-­

cran a lo largo de las costas occi-cntales del Oceino Atl5n­

tico, Pacífico e Indico. Es un artrópodo muy antiguo apare~ 

Cemente emparentado con los trilobites. 

La coagulación intravenosa en el cangrejo herradura fue re-­

portada por primera vez por Loeb en 1902. En 1956, Frede- -

rick Bang, hizo un reporte muy completo acerca de una enfer­

medad que atacaba al cangrejo herradura la· cual terminaba en 

una coagulación vascular total la muerte d~l cangrejo. La 

muerte ocurría más bien debido a la coagulación intravascu-­

lar que por infección sistémica. Pero no fue sino hasta - -

196~ que Levin y Bang demostraron que la etiología de esta -

enfermedad era una endotoxina. 

En 1968 Levin y Bang encontraron que la reacción de coagula­

ciOn era debida a una reacción enzimática para la que se re­

quería la presencia de endotoxína y proteínas gelificantes -

encontradas en los amebocitos circulantes. 

En 1971 Cooper, Lcvin y Wagncr publicaron los resultados de 

sus estudios usando lisados para detectar cndotoxinas en ra­

diofármacos. En subsecuentes trabajos de Cooper y de otros 

investigadores se comprobó la confiabilidad de la prueba, -­

así como se extendió su uso para detectar endotoxinas en una 

amplia variedad de productos parcnteralcs. Nuevos usos parn 

la prueba del lisado se dcmo~traron en trabajos llevados a -



cabo por diferentes investigddores (Levin, Reinhold, Liehr, 

Yin, Nac-hum y Jorgensc'TI) quienes confirmaron la eficacia. de 

la prueba para detectar endotoxinas en diferentes f lu~dos -­

del cuerpo. 

Levin y Bang fueron los primeros en sugerir que la reacción 

de gelaci6n en presencia de endotoxina del lisado de ameboci 

tos de Limulus era iniciada enzim5ticamcnte. El mecanismo -

de reacci6n i~volucra la activaci5n de una enzima pro-g~ln-­

ción presente en el lisado y la cual es activada por endo- -

toxinas bacterianas en presencia de iones divalentes de cal-

cío. 

Esta enzima una vez activada cataliza el rompimiento hidro!! 

tico de proteínas coagulables dc1 lisado, 11amadas coagul6g~ 

nos dando lugar a subunidadcs polipeptíJ.ic..is. dos de las CU!!_ 

les se combina11 para formar una matriz proc~ica (Gel). 

La naturaleza quimica del coagul6geno y sus subunidadcs gel! 

ficadas fueron extensamente estudiadas tanto en Limulua pol~ 

pllemus como en Tachypicus trictenLatub (u1l~ ~$pCcic dr ranzr~ 

jo herradura encontrado en el mar del Jap6n el cu~l tie11e la 

misma respuesta ante las endotoxinas que el cangrejo Limu- -

lus). 

En el Limulus el polipéptido coagul6geno está compuesto de -

aproximadamente 215 amino~cidos. La gelificaci6n ocurre se­

guido del rompimiento de un p5ptido de 45 amioicidoa en el -
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extremo carboxilo de la cadena para dar un péptido soluble -

''C'' y un p~ptico insoluble de aproximadamente 170 residuos -

de aminoácidos. El péptido insoluble llamado coagulágeno o 

coagulina lleva a cabo una reacción de polimerizaci6n, for-~ 

mando enlaces sulfuro entre las dos cadenas que lo forman -­

(A y B) y dando como resultado un gel estable. 

La preparación del reactivo LAL (Lisado de Amebocitos de Li­

mulue) se lleva a cabo colectando la sangr·e completa de esp~ 

címenes saludables de cangrejo herradura. L~ sangre tiene -

una apariencia de color azul gris debido a la hemocianina --

presente en el plasma. La sangre completa centrifugada ... 

para separar los amebocitos. Posteriormente el plasma es -­

expelido y descartado, entonces las células son cuidadoeame~ 

te lavadas y finalmente lisadas (usualmente se hace osmótic~ 

mente con agua destilada). El lisado celular resultante es 

colocado dentro de viales y liofilizado. Este liofilizado -

una vez reconstituLdo aJ momento de su uso es un indicador -

sumamente sensitivo de la presencia de endotoxinas bacteria­

nas. 

La prueba de LAL consiste en combinar cantidades fijas de -­

reactivo de lisado de limulus rcconstituído con una muestra 

de la solución a ser probada. incubando por un periodo espe­

cífico de tiempo y checando después del periodo de incuba- -

ci5n la muestra para ver si !1ay evidencia de la formaci6n de 

un gel protéico6 
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La aensibilidad de la prueba pueüe ser incrementada estiman-

do el grado de viscosidad o granulación en la parte de la --

muestra no gelificada o bien midi~ndo la turbidez por t&cni-

cas de absorción o dispersión de luz. 

La especificidad de la prueba LAL ha sido un tema controver-

sial de particular interés para las compañías que manufactu-

ran productos farmac~uticos. Respecto a ¡ato, hasta la fe--

cl1a, no ha sido confirmado ningGn otro activador no-especif~ 

ca para la prueba de LAL. En 1974 Wildfeuer reportó que un 

p&ptidoglican9 que habia sido aislado de membranas celulares 

de bacterias gram-positivas inducía la reacción de gelación 

a niveles 1000 veces menos potentes que los alcanzados por -

endotoxina~. Sin embargo, las bacterias gram-positivas no -

causan gelnción y sus exotoxinas son lábiles al calor y son 

destruídas durante el proceso de autoclaveado4 En lo que --

concierne a la idea ampliamente extendida de que pueda haber 

ac'tivadores no específicos de la reacci6n de gelaci6n pode--

mos afirmar que parece ser infundada y a menos que demuc~ 

•tre lo contrario, uno debe asumir que un resultado positivo 

de la prueba de limulus en producto es indicativo de contami 

nación con cndotoxinas ba~t~rianas. 

Diversos materiales interfieren con la detecci6n de endotoxl 

n~ por el m&todo LAL, Como se mencion6 anter~ormente, la g~ 

lación de las proteínas coagulables en el lisado es aparent~ 

mente catalizado por una enzima- La enzimn pro-gelificación 



193 

presente en el reactivo LAL es muy similar a la tripsina - -

(una proteasa). 

El di-isopropil f luorof osfato y otros inhibidores de la triz 

sina demostraron también inhibir la rcación de gclací6n. 

Por otra parte, la enzima pro-gelación es al igual que la 

tripsina, lábil al calor y pH-sensitiva. De ahí que, cual-­

quier material conocido como denatur~lizador de proteínas o 

inhibidor de la acci5n de la enzima, ~cbe~& ser considerado 

como un potencial inhibídor o modiíicador de la gelificación 

del LAL. 

Por esta razón es necesario calificar cada nuevo producto a~ 

tes de someterlo a evaluación de pirógenos por el método de 

LAL. Esto se puede hacer agregando cantidades graduadas de 

endotoxina al producto y confirmando los niveles esperados -

de gel protéico resultantes de la reacción con el LAL. Fre­

cuentemente los problarnaH de inhibición pueden ser resueltos 

por diluci6n del mat~rial o bien mediante ajuste del pH. 

Hasta hace poco tiempo la prueba de pirSgenos por conejos 

USP había sido usada como la Gnica prueba oficial para la d~ 

tecciOn de pirógcnos en drogas y equipos y es dependiente 

delgrado de sensibilidad de los conejos usados ~n una prueba 

particular. La prueba de Limulus puede ser usada como una ~ 

prueba varias veces más sensitiva que la prueba de pirógenos 

por conejo para pruebas de an5riois en proceso y para la li~ 
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beración del producto, así mismo la prueba del LAL puede ser 

usada p~ara determinar pirógenos en productos que previamente 

no podían ser probado~ por conejo debido a la toxicidad de -

los mismos para los conejos o por tratarse de depresores del 

Sistema Nervioso Central. 

Debido a su mayor sensibilidad y/o compatibilidad con un pr~ 

dueto tóxico para los conejos, la prueba del LAL puede ayu-­

dar a asegurar productos de más alta calidad que cuando Gni­

camentc se contaba c"on la prueba de conejos. 

Actualmente la prueba para la determinación de endotoxinas -

bacterianas LAL está incluída en la USP XXI (1985). 

Anees de que la prueba del Lisado de Amebocitos de Limulus -

pueda ser usada para reemplazar la prueba de pirógenos por 

conejo en cualquier producto terminado se deberá obtener pri 

meramente la debida autorización por parte de la SSA. 

El ruitodo co11siste en lo siguiente: 

Al combinar O.l mi. de lisado con 0.1 ml. de l~ muestra a -­

ser probada, la cantidad de endotoxinas presentes en la - -

muestra activarán cierta cantidad de enzima pro-gelación, -­

la cual a su vez ayudará a la formación de cierta cantidad -

de gel protéico. 

La cantidad de proteína en el gel está r~lacionada con la 

cantida<l de endotoxina presente en la muestra. Usando el rn~ 



todo de Lowry para determinación de proteínas y una curva p~ 

trón de endotoxina, la cantidad de endotoxina presente en la 

muestra puede ser cuantificada. 

Para ~liminar la posibilidad de resultados ''falsos negati-­

vos'' debido a inhibición de la reacción por la formulaciGn 

de la muestra y resultados 11 falsos positivos'' debidos a con­

taminación durante el procedimiento de prueba se corren en -

cada ocasión tanto controles positivos como controles negat~ 

vos. 

2. OBJETIVOS: 

Describir un método para la determinaci6n cuantitativa de la 

cndotoxinas bacterianas usando una t~cnica 11 in vitro 1
' (Prue­

ba del Lisado de Amebocitos de Limulus) como una alternativa 

para la determinación de pirógenos por conejo. 

El alumno será capaz de• 

Usar un m~todo c~antita~ivo para la determinaci6n de en 
dotoxinas bact~rianas por el m~todo del LAL. 

aplicar sus conocimientos sobre Biología Celular 

recordar la def inici6n de "pirógeno" y las razones por 

las cuáles tod3s las soluciones y preparados parentera­

les deben estar exentos de ellos 

entender el f undnmento de la prueba del LAL 
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recordar los conceptos fundamentales de espectrofotome­

cría (Ley de Labert y Beer, Absorbencia, Transmitan- -

cia, etc.) 

3. UIPOTESIS: 

Dado que el li3ado de amebocitos de Limulus se gelifica en 

presencia de cnccretoxinas: 

Si la muestra examinada contiene pirógcnos se observará la 

presencia da un coagulo o gel en los tubos; como la 

cantidad de gel formada es proporcional a la cantidad de e~ 

dotoxina presente; si la mu~stra contiene mayor cantidad de 

enastoxina que la del escanciar permitido, el gel formado 

será más grande; si contiene una cantidad menor que el es-­

Candar la cantidad de gel formada será más pequeña. 
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4. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL: 

4.1 Materiales: 

Horno de secado a 250ºC 

Monitorear el horno para dcspirogcnizar diariamen­

te con un termómetro o termo.par .con aparato regis­

trador el cual haya sido calibrado contra un está.!!_ 

dar de la DGN. La temperatura del horno debe al-­

canzar un mínimo de 250ºC. 

Balanza analítica 

Con precisión hasta de 0.001 g. 

Baño María de 37ºC 

Monitorear el baño de agua diariamente con un ter­

mómetro o termopar con aparato registrador. el 

cual haya sido calibrado contra un estándar de la 

DGN, la temperatura del agua del baño debe estar a 

37ºC ± l. OºC 

Centr:í'.fug.t 

Centrifuga clínica IEC (modelo U Cl450, S/P) o - -

equivalente. Monitorear la velocidad de la centr! 

fuga mensualmente con un tacómetro de acuerdo a 

las instrucciones del fabricJntu. ~l m!niu10 de 



RPM aceptable para la velocidad más alta (/17) de -

la centrífuga IEC es d~ 2600 RPM, si este criterio 

no se cucple, el instrumento debe ser reemplazado 

o reparado. 

EspectrofotOmetro 

Gilford 300 N, Stasar II o Stasar III calibrado 

Mezclador Vortex 

Pipetor Oxford de 200 ruicrolitros 

modelo V 8200 o equivalente, puntas desechables p~ 

ra el pipetor (fi de parte 810) 

Pipetor Cornwall B-D 

modelo U P5 173-1, S/P o equivalente 

Pipetor Oxford de 100 microlitos 

Con punt~s estérí}es des~chables 

~aluminio. parafílm, toallas desechables, al­

cohol ~l 70~ y una solución desinfectante adecuada 

para limpiar la superficie de las ireas de trabajo~ 

para la aspiraciSn del sobrenadante <le proteina no 

prccipit~dn, 



Cronómetro o Timer 

para tomar el tiempo de la reacción de Lowry 

Tijeras y pinzas 

Despirogcnizadas 

Gradill.as 

con aberturas para tubo de 12 x .12 mm o de 15 x 15 

Jeringas 

desechables. no pirogénicas de 1.0 ml. con aguja -

de calibre 25 x 5/8 in. de largo 

Pipetas de vidrio 

estériles,. no pirogénicas de 0.1, 0.2, 1.0 y 5.0 -

ml. 

Material de Vidrio 

mat:races volum~i:.ri.cot;:i cit:. 100, 500 y 1000¡ 1uatrace:i 

erlenmeyer de 50 y 125 ml; prob~tas graduadas de -

so· y 100 ml.; vasos de precipit:ados de 30 y 50 ml.: 

tubos de ensayo de 10 x 75 mm y tubos de 15 x 85 -

mm. 

Todo el material de vidrio (excepto los tubos de -
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ensayo desechables) debe ser enjuagado dos veces -

con agua destilada y si se va a usar en la prueba 

del LAL durante la etapa de la formación del gel 1 

debe ser despirogcnizado como sigue: 

A. Los tuboo de ensayo en gran cantidad se envuel­

ven en papel aluminio, en capa sencilla. 

B. Los matraces crlcnmeyer, los matraces volu~étr! 

cos y los de precipitados se envuelven con pa­

pel aluminio de forma que la boca quede total-­

mente cubierta. 

c. Las pipetas son envueltas individualmente o co­

locadas sin envolver en un recipiente adecuado 

con tapa. 

D. Los tapones de los matraces volumicricos se en­

vueiven en papel aluminio, individualmente. 

Una vez envuelto el material de vidrio, despir~ 

genizado durante 60 ~in. c~fuü min1mo en un horno -

mantenido a una cemperatura de 2so~c como minimo. 

El material de vidrio usado en la determinación de 

proteínas por el raitodo de Lowry, no necesita ser 

despirogcnizado. 

/¡.,2 Reactivos 

I.isado de .-imeboci::.:>s de L.im~~: 
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Los viales liofilizados del lisado de amebocitos -

de Limulus deben ser mantenidos en refrigeración -

entre 2-8ºC hasta su uso. Evítese la exposición -

innecesaria a temperaturas arriba de BQC. P. ej. 

Pyrogent de Mallinckrodt 

Solución de sulfato cúprico pentahidratado al 0.5Z 

Añada Q.5 g. de Cuso 4 • 5H2 o a un matraz volumétri­

co de 100 ml., lleve hasta la marca con agua dest~ 

lada, mezcle bien. Esta soluciOn debe ser prepar!!_ 

da fresca cada semana y descartada al final de ca-

da semana. Puede ser almacenada a temperatura am-

bien te. 

Solución de Carbonato de sodio al 2% (p/v) y tar-­

trato de sodio y potasio al 0.02% (p/v) en NaOH --

~ 

A un m~t=~~ vclum~trico de JUOO ml., a~ada 20 g. -

de Na
2

co
3 

)' 0.2 gr. <le tartrato. Lleve hasta la -

marca con hidróxido de sodio O.lN, mezc1e bien. E~ 

ta solución debe prepararse fresca cada semana y -

descartarse ni final de cada semana. Puede ser a! 

macenada a temperatura ambíent~. 

Reactivo de Lowrv: 



Lleve hasta la marca un matraz volumétrico de SO -

ml. con solución de carbonato al 2% y tartrato de 

sodio y potasio al 0.02% en NaOH 0.1 N, añada l -­

~l. de sulfato de cobre al 0.5% y mezcle bien. Si 

ésta no es una cantidad adecuada de solución para 

trabajar en el día, prepare volGmenes mayores usa~ 

do la misma proporción. Prepare esta solución - -

fresca diariamente. 

ReActivo de Folín-fenol: 

Usar la solución 2N de Físchcr-Scientific (SO-P- -

24) o un equivalente. El reactivo debe tener una 

fecha de caducidad o, en caso contrario éste sólo 

podrá ser usado hasta dos años después de la fecha 

de manufactura. 

Prepare el reactivo de tr.ab~jo de Folin-fenol {lN 

en ácido) pipetando 25 ml. de agua destilada en un 

matraz volumétrico de 50 ml~ y diluyendo hasla la 

warca con el reactivo de Folín-fenol. Mezcle bien. 

Esta solución debe ser preparada frese~ cada sema­

na y descartada al final de cada semana. El reac­

tivo es foto-reactivo y debe ser guardado a tempe­

ratura ambiente en la oscuridad. 

Soluci~n de 11idr6xido de so4io 0.75 N; 

Diluya 75 ml. de NaOH 10 N en un matraz aforado de 



1000 ml., con agua destilada, mezcle bien y afore 

hasta la marca. Esta solución también puede prep~ 

rarse pesando la cantidad adecuada de NaOH y afo--

rando hasta la marca con agua destilada. 

Solución estándar de proteína human~: 

Usar un vial de 11 Hum.an Protein Stand.ard 11 (Human S.!:_ 

rum Albumin) de la marca ''Dade 11
; para reconstituir 

el vial cheque el valor del ensayo para el lote --

particular, el cual viene expresado en cada paque-

te. 

Sustituya el valor del ensayo en la fOrmula que se 

dá a continuación para calcular el valor de recon~ 

titución de ese lote de HSA (Human Serum Albumin). 

El resultado se obtiene en ml. Añadiendo esa can-

tidad de agua destilada al vial de Albumina Sérica 

Humana se obtiene una concentración final de 8.0 -

gr. HSA por 100 mi. ~sta es la concentración de -

la soluci6n estándar de proteína humana y debe ser 

refrigerada entre 2-BºC, esta 5olución dura un mes. 

Cálculos: X 2 (0.02) Y 
0.08 

Donde: X e Cantidad de agua destilada que se d~ 
be añadir a un vial de HSA para obte 
ncr una concentración final de B.O ~ 
gr. HSA por 100 ml~ 

Y ~ Valor del C[lD3vo del lotu de HSA - -
(que viene en ~l inserto del paquete) 
expr~saJo en g/100 ~:l. 



En caso de no conseguir llSA de la marca DADE se pu~ 

de usar en su lugar: Hyland Bumínate (Normal Serum 

Albumin) o AlbGmina en polvo (materia prima). Pre­

parar la solución estándar mensual pesando 8.0 gr. 

y diluyendo a 100 ml. con agua destilada en un mn-­

traz volum~trico. 

Solución de trabajo de proteína humana: 

(Concentración = 160 microgramos/0.2 ml. O O.BÓO -

mg/ml) 

Pipetar 1.0 m1. de la soluci6n estándar de proteí­

na humana mensual en un matraz volumétrico de 1000 

ml y dilGyase hasta la marca con NaOH 0.75 N, m2z-­

clar bien. Prepare esta solución cada dos semanas, 

almacénese en refrigeración entre 2-SºC. 

Estándar mensual de endotoxina (cene. ~ 0.5 mg/ml) 

Reconstituir un vial de 1.90 mg. de endotoxina E. 

coli marca DIFCO (código = 108 o 106) con 2.0 m1. 

de agua para inyección, estéril no pirogénica. 

Mezcla la solución vigorosamente y deje reposar en 

el refrigerador al menos una noche antes de usarla 

para preparar la solución mensual de 5.0 microgrn­

mo5/~l. Esta solución debe ser preparada el pri-­

mcr día de trabajo de cada mes. Cons~rve en refr! 



ge ración. 

Solución estándar semanal de endotoxina (conc. - -

0.01 microgramos/ml.}: 

Esta solución se prepara al diluir 1.0 ml. del en-

tándar mensual de endotoxina (conc. 5.0 microgra--

mos/ml) a 500 ml. con agua para inyección estéril 

no pirogénica. Todas las diluciones diarias subs~ 

cuentes, serán preparadas a partir de est.a solu- -

ción semanal. Refrigere esta solución de endotoxi 

na inmediatamente después de su preparación y des-

pués de su uso. 

4.3 Reactividad y Toxicidad de Substancias: 

Sales de cobre: causan dermatitis. irritación de -

la nariz, cirrosis del hígado. La ingestión puede 

producir naGseas, vómitos y diarrea. 

Alcohol etílico: provoca irritación de ojos; do--

lor de cabeza, vértigo, somnolencia, confusiOn me~ 

tal. temblores y fatiga. Es depresivo del sistema 

nervioso central. La concentración máxima permisl 

bl~ en aire es de 1900 mg/m3 • 

Hidr6xido de sodio: polvo o lentejas corrosivas. -

Se combina con los tejidos formando albuminatos al 
calinas, evítese el contacto con la piel, ya que -
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provoca qu~maduras dérmicas, en caso de accidente, 

lavar 1~ región afectadn con abundante agua. 

concentración mSxima permisible es de 2 mg/~ 3 

el aire. 

4.4 Técnica: 

La -

en -

Reconstitución del lisado: reconstituya el lisado 

usando el disolvente y la cantidad indicada por el 

fabricante, mezcle suavemente el disolvente y gire 

el vial de forma muy suave hasta obtener una solu-

ción homogénea. No agite el lisado porque la agi-

tación puede provocar la formación de espuma. Se 

recomienda reconstituir el lisado, justo nntes de 

su uso y reconstituir sOlo la cantidad suficiente 

para que se agote en un sólo día de trabajo. El -

lisado reconsticuído puede ser guardado en refrig~ 

rador entre 2-8 6 C durAnte un día. 

Curva estándar de albúmina: Para prepara la curva 

estSn<lar de albGmína ~e diluye el est¡ndar de tra-

bajo bisemanal (160 micrcgramos/0.2 ml) en la pro­

porci5n: 1:2 (Volumen del cst5ndar/volumen total), 

1:4 y l:B con NaOH 0.75 N para obtener concentra--

ciones de proteína de 80 rnicrogramos/0.2 ml, 40 mi 
crogramos/0.2 ml y 20 microgramos/0.2 ml, y se usa 

ademis la concentraci6n inicial del estSndar bise-



manal de trabajo de 160 microgramos/0.2 ml. 

Todas estas preparaciones se preparan diariamente 

a partir del estándar bisemanal~ Ejemplo: 

mic rog ramos /O. 2 ml. 
Concentración de HSA: 20 40 80 160 

Can t. estándar bisemanal 
usado: 0.5 ml l. o ml 2.0 ml 4.0 ml 

Cant. Na OH o. 75 N usada: 3.5 ml J.O ml 2.0 ml - o -

Controles positivos: 

Soluciones diarias de trabajo de endotoxina: prep~ 

re lao siguientes tres diluciones de endotoxina P.!. 

ra la determinación de la curva estándar para cada 

producto que vaya a ser probado (muestras diferen-

tes con exactamente la misma composición química -

pueden ser analizados con la misma determinación -

de curva estándar), 

A. 200 pg/ml - Diluya 2.0 ml de la solución están-

dar semanal de endotoxina en un matraz volucC--

trice de 100 ml, usando el disolvente apropia--

do. Mexclar bien. 

B.· 50 pg/ml - Diluya 0,5 ml de la soluci6n estin--

dar semanal de endotoxina en un matraz volumé--

trico de 100 ml. usando el disolvente apropia--

do. Mezclar bien. 
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La temperatura 6ptima para la reacci6n es entre 37 y 39ºC y 

el pH óptimo es entre 6 y 7.5. Un resultado positivo e8t5 -

indicado por la formación de un precipitado protéico usual-­

mente en la forma de un coágulo sólido gelificado el cual -­

permanece firme y junto cuando el tubo de prueba es inverti­

do lBOºC. 



C. 12 pg/ml - Diluya 0.12 ml de la soluciGr1 cst5n­

dar se~anal de endotoxina en un matraz volumé-­

trico de lOOml. usando el disolvente adecuado. 

Mezclar bien. 

Como disolvente, deberá usarse una solución esté-­

ril, no pirog~nica, teniendo la misma formulación 

química que las soluciones a ser probadas. La de~ 

sidad Óptica de la solución usada como disol~ente 

deberá ser menor a 0.2. o sea, si la solución a -­

ser probada es una salina al 0.9%. el disolvente -

para la curva estándar, deberá ser una solución s~ 

lina est~ril, no piroginica al 0.9% y cuya densi-­

dad óptica cuando fue probada con este método fue 

menor a 0.2. 

Las tres diluciones deberán ser preparadas inmedi.!!_ 

tamente antes de su uso. No permita que pase más 

de una hora antes de su uso porque la endotoxina -

purificada es inestable y se adhiere 31 vidrlo, -­

con lo cual se invalidaría la curva. 

Controles negativos: 

Cada vial d~ lisado y el disolvente usado para re-· 

hidratar el lisado deberá ser checado para descar­

tar una posible contaminaci5n, mediante el uso de 

controles negativos. La misma soluci6n usada para 



la determínaciOn de la curva estándar de los contr~ 

les positivos se usa t3mbién para preparar la detc~ 

minaci6n de los controles negativos. 

Obtención de la muestra: 

Con la finalidad de prevenir una _posible contamina­

ción con bacterias y endotoxinas se deberá ser,uir -

una técnica aséptica a lo largo de todo el procedi­

miento de muestreo. 

Como muestras se emplearán dos soluciones salinas 

en diferente presentación: una en frasco y otra -

en bolsa plástica, de preferencia de distinta marca 

comercial. 

La bolsa de plástico deberá ser muestreada a través 

del sitio de inyección usando una jeringa desecha--

ble, estéril, no pirogCnica, de 

calibre 25 x 5/8 in. de largo. 

ml. con una aguja 

En el caso del frasco se dcbcrñ remover la tapa m~ 

tálica y se extraerá la muestra con una jeringa d~ 

sechable, estéril, no pirogénica de 1 ml. 

Se deberá usar unn jeringa por cada muestra. La -

misma jeringa puede ser csada en la misma muestTa 

para obtener muestra~ por triplicado. 
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Procedimiento de prueba: 

Con la finalidad de prevenir una posible contamina 

ci6n ~on bacterias y endotoxi11as se debcr5 seguir 

una tCcuica aséptica a lo largo de todo el proce<li 

miento de prueba. 

Coloque en una gradilla una serie de tubos de ensa 

yo despirogcnizados (10 x 75 mm) .. 

Coloque las siguientes soluciones para cada formu­

lación de producto a ser probada: 

a) tres tubos de control negativos 

b) tres tubos para la muestra de solución salina -

en bolsa 

e) tres tubos para la muestra de solución salina -

en botella 

d) un tubo par~ la solución de cndctoxina Je 200 -

pg/ml 

e) tres tubos para la solución de endotoxina de 50 

pg/ml 

f) un tubo para la solución de endotoxina de 12 

pg/ml 

Pipetee 0.1 ml~ de cada solución en su tubo respeE_. 

tivo~ Reconstituya el lisado de acuerdo a las in~ 

truccione.s del fabricante. Si se requi.ricra raás de 



un vial, el contenido de los viales del lisado de­

ber5 ser mezclado en un vaso de precipitados despi 

rogenizado. Pipetee O.l ml de lisado en cada tubo 

use el pipetor de 0.1 ml con una punta estéril. P.!!_ 

ra colocar el lisado primero ~ñada el lisado a los 

tubos conteniendo los controles negativos, despu~s 

proceda con los tubos conteniendo las muestra~ y -

finalmente agregue el lisado a los controles posi­

tivos conteniendo endotoxinas comenzando con.la m~ 

nor concentraciGn y terminando con la concentra- -

ciOn más alta de endotoxina. 

Coloque parafilm en cada tubo individualmente, me~ 

ele dando un movimiento suave a cada tubo y colo-­

cándalo en la gradilla, de manera que no haya for­

maci5n de espuma en ninguna de las soluciones. I~ 

cube los tubos en un baño de agua a 37 ± lºC por -

una hora. No mueva los tubos ni los perturbe du-­

rantc este período. Los tubos conteniendo endoto-

xina deben ser incubados en el mismo hR~n el~ nguu, 

al mismo tiempo que los tubos de muestra, así como 

lo~ controles negativos. 

Saque los tubos del ba5o de agua. 

Centrifugue al mSximo de velocidad por un tiompo -



mínimo de 10 min. Remueva el sobrenadante mediante 

aspiración al vacío como sigue: Prenda la bomba -

de vacío a baja velocidad de modo que permita aspi_ 

rar el sobrenadante sin pertubar el gel. Sostenga 

cada tuboverticalmente o ligeramente incli~ado y -

cuidadosamente remueva el sobrenadante usando una 

pipeta pasceur desechable, la cual se conecta a la 

bomba de vacío con un tubo de hule. 

Disuelva el gel en cada tubo afiadiendo 0.2 ml. de 

NaOH 0~75 N (las muestras pueden permanecer hasta 

tres horas después de este paso. En este momento 

prepare dos blancos de proteína y losestándares de 

proteína. Pipete por duplicado, 0.2 ml. de cada -

una de las soluciones conteniendo 20 microgramos, 

~O microgramos, 80 microgramos y 160 microgramos -

de estándar de proteína humana en 0.2 ral.; dentro 

de tubos de ensayo de 10 x 75 mm. Los blancos son 

tratados en la misma forma que los estándares y 

las muestras s61~ que contienen 0.2 ml. de NaOH 

0~75 N enlugar del estándar de proteína. 

Añada l ml. del reactivo de trabajo de Lowry a los 

tubos conteniendo los blancos, los controles nega­

tivos, las muestras, los estándares de endotoxina 

y los estindares de proteína. Mezcle bien. Incube 

por 10 minutos a temperatura ambiente. 
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Añada O .1 ml. de Rcac tívo de Folín-fenol l N. Mez 

ele inmediatamente (antes de 10 segundos). Espere 

aproximadamente 10 segundos entre cada tubo para -

añadir el reactivo de Folín-fenol (esto permitirá 

un periodo de incubación de 30 min., mucho más pr~ 

ciso para cada tubo, antes de medir la absorbancia) 

Incube por 30 min. a temperatura ambiente. El - -

tiempo de incubaci6n es crr~ico porque el color e~ 

pieza a debilitarse después de los 30 mino. 

Mida la absorbnncia a 660 nm con un espectrofotóm~ 

tro equipado con una microcubeta (0.5 ml.) de paso 

de flujo. 

Ponga el espectrofotómetro en O usando el blanco de 

proteína con NaOH preparado anteriormente. 

Anote las absorbancias de los controles negativos, 

de las muestras, de los estándares de endotoxina y 

de los estándares de proteína. Anote las lecturas 

directamente en la hoja de datos que se adjunta. -

Lea las absorbancias de los tubos en el orden en -

que se agregó el reactivo de Folín-fenol (agregar 

el reactivo de Folín-fenol de preferencia de menor 

a mayor concentración en cada una de lao series e~ 

tándar de endotoxina y de proteína). 
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5. REGISTRO Y ORGANIZACIONES DE DATOS: 

Anote la descripción de cada solución probada y la clave y -

nGmero de lote correspondiente en la hoja de reporte, así e~ 

mo las absorbancias de cada muestra (hay tres espacios en la 

hoja de reporte, usar dos de lvs espacios para reportar los 

resultados de la bolsa y del frasco). Anote asímismo los v~ 

lores de absorbancía para la curva eatindar de endotoxina, -

la curva de HSA (albúmina sérica humana) y para los coRtro-­

lcs negativos. Una vez que todos los datos liayan sido anot~ 

dos, anote en el e~pacio correspondiente el promedio de las 

absorbancias pcr triplicado para los controlco negativos. -­

Circule el valor mis bajo de las densidades 6pticas por tri­

plicado para la solución de endotoxina de 50 pg/mo. Este v~ 

lor se considera el "Límite". Calcule el promedio de los vE_. 

lore8 de absorbancia por triplic3do para la solución de cn<l~ 

toxina de 50 pg/ml y anótelo en la casilla correspondiente. 

Para cada uno de los datos por triplicado lÁeve a cabo lo s! 

guiente: 

A. Reste el valor más bajo de absorbancia del mús aleo y -

an6telo en la casilla marcada como 11 a-b 11
• 

B~ Sí la diferencia obtenida es de 0.2 o menor los datos -

por triplicado de absorbancia son aceptables y Ge debc­

rS rellenar la casilla con la letra 11 A11
• Si la difercn 

cia es mayor de Q,2 se deber& llenar la casilla con la 
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letra ''N'' y la prueba se considerar5 inv5lida y deber& 

ser repetida. 

Cheque las diferencias entre los controles negativos y los -

estándares de 50 pg/ml y 200 pg/ml para los siguientes: 

A. R~ste el promedio de las absorbancias de l~s soluciones 

de 50 pg/ml del valor de absorbancia de la solución de 

200 pg/~1. Anote el valor eola casílla correspondiente. 

n. Reste el promedio de absorhancia de los conc~oles nega­

tivos del promedio de los valores para la solu~i5n de -

50 pg/ml. Anote el resultado ~n la casilla correspon-­

diente. 

C. Si cualquiera de los resultados encontrados en A o B 

uon menores a 0.200. la prueba deberá ser repetid~ y se 

deberá rellenar el recuadro con la letra "N" {No acept~ 

ble). 

D. Si loa valores de absorbancia de la muestra son menores 

al valor más bajo de la soluciOn está.ndar de endotoxina 

de 50 pg/ml, ponga una palomita en el recuadro que dice 

''Pasa''· Si el valor de la mue~tra ea igual o mayor que 

el mis ·bajo de la soluci6n de endotoxin~ de 50 pg/ml -­

ponga una palomita en el recuadro que dice ' 1Reanilisis 11
• 

Sí después de hacer la reprueba el promedio de los val~ 

res de la muestra es menor que el más bajo de los valo-
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res de la solución de endotoxina de 50 pg/ml entonces -

ponga una palomita el recuadro que dice ''Pasa''. Si 

los valores de absorbancia de la muestra de reprueba -

son iguales o mayores al más bajo de los valores de ab­

sorbancia de la solución de 50 pg/ml marque el recuadro 

''Fall6 11
• 

6. ANALISIS DE RESULTADOS Y CONCLUSIONES: 

Interpretaci6n: 

Los productos analizados pueden ser considerados 

cos si se cumplen las sigu~entcs condiciones: 

pirogéni 

A. Si cada uno de los valores por triplicado para cada 

muestra (frasco y bolsa) tienen absorbancia menores al 

valor más bajo de los valores por triplicado para la e~ 

lución estándar de endotoxina de 50 pg/ml. 

B. El promedio de los valores de absorbancia para los con­

troles negativos es menor a 0.2. 

C. La Jiferencia encre los valores de abnorb~ncia por tri­

plicado para el estándar de endotoxina de 50 pg/ml y la 

diferencia entre los valores de absorbancia de los con­

troles negativos no excede de 0.20. 

D. Deberá haber un mínimo de 0.2 unidades de absorbancia -

entre el promedio de abaorbancia de los controles ncga-
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tivos y el promedio de absorbancia de los est5ndares de 

endotoxina de 50 pg/rnl. 

E. D~bcr5 t1ab~r un mínimo de 0,2 unidades de absorbancia -

entre el promedio del control de 50 pg/ml y el de 200 -

pg/ml de endotoxina. 

F. Si los v;ilor~r> pur tri¡il .i cado de 1 aH rn1Jetttt"<l!l prc;:;ent.:in 

absorbi1ncia ifud] o arriLa del valor m5s bajo del co1\-­

trol Je 50 pg/ml de endotoxina de E. coli (no prom~dinr 

los valore~ de las muestras). Entonces el lote deberá 

ser reanalizddo usando nuevamente ~res tubos para pro--

bar la muesrrn ~ fi11 de dcscJrtJr la posibilidad de co~ 

ta~inación por error la t~cnica o en la prcparaci~n 

de la soluci6n de ondotoxina de 50 pg/~l. Prepare una 

curva est5ndar como se !1izo en el an5lisis inicial. La 

dif~rencia entre los valore~ de abosorbancia <le la mue~ 

tra por triplicado no deberá exceder 0.20. Promedio -­

loa valores de absorbancia de reprueba de las muestras. 

G. Si el promedio de lo~ valores de reprueba de la mue8tra 

es mayor o igual al valor más bajo de los valores por -

triplicado de la solución con 50 pg/ml de endotoxina de 

E. coli, se deberB someter la misma muestra a prueba de 

pirógenos en conejo, usando ocho conejos. 

H. Si el promedio de los valores de reprueba de la muestra 

son menores al valor más bajo de los valores por tripli 
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cado de la solución con 50 pg/ml de endotoxina, el pro­

ducto puede ser liberado como ''No pirog~nico''-

I- La curva de AlbGmina Sérica Humana (HSA) provee un es-­

t5ndar de trabajo para l~ detección de proterna en la -

prueba del LAL~ Ella establece una diferenciación col~ 

rim~trica progresiva entre las diferentes concentracio­

nes de HSA y debe ~er consistente día a día. Un cambio 

abrupto en la apariencia du la curva d¿ HSA rvprescnta 

un problema con los reactivos usados en la prueba de -­

Lowry o bien en el espectrofotów.ctro, Si se detectaran 

fallas ya sea en las preparaciones d~ reactivos o en el 

equipo usado 011 l¡1 prueba de Lowry para ¿ecermínaci6n -

de proteinas, se deber5n tomar lds acciones correctivu& 

pertinenten par~ ~etcrfi1inar la causa y remediar la si-­

tuaci6n antes de proceder a repetir las pruebas. 

Cuantificación de la Prueba: 

(El siguiente procedimiento no es obligatorioi ~e coccntd -­

aquí con fines infor~ativos) 

Lbs valoreG de absorbancia obtenidos para las muestras prob~ 

das pueden ser convertidos a valores de equivalentes de end~ 

toxinas expresados en picogrnrnos por ml., de forma que las -

diferentes compañlas farmacéuticas pueden monitorear tanto -

sus materias primas como sus productos terminados y de esta 

forma sea posible analizar valores a trnvis del tiempo y eva 
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luar tepdencias. 

A decir verdar ésto no es un fen5mcno muy usual, salvo que -

quisiera hacer algún estudio específico, ya que la prueba 

de pirógenos es una prueba de 11 Pasa" o "No Pasa", es decir, 

uno no puede indicar que un producto esté poco o muy pirog~-

nico, simplemente o ~ut5 o no lo ~Rt&. Y dado que la no pi­

rog~nicidad es ~r1~ de l~s pru~b~s n5s importantes que deben 

cumplir algunos pr~paradoD íarmac~uticou (ya que comprometen 

la seguridad del usuario) no es comGn que la Industria 

cuantifique la cat1tidad de endotoxinas bacterianas, de cual­

quier canera en caso de que fuene necesario, para cuantifi-­

car la pruci1a del LAL ~s 11ecesdrio incluir los siguientes p~ 

sos: 

Para cada tipo de soluci6n (Formu1aci6n Química) a ser cuan­

tificada Ge deber5n preperd dos controles adicionales de eti­

do.toxina: 

A. 100 pg/ml - Di.luya 1.0 ml de ln. solución ser.:ianal de en­

dotoxina en unn. matraz volum~trico de 100 ml Jsando el 

disolvente apropiado. Mezcle bien. 

B. 25 pg/ml - Diluya 0.25 ml de la solución semanal de en­

dotoxina en un matraz volumétrico de 100 ml uanndo el -

disolvente apropiado. Mezcle bien. 

En adici6n a los tubos rutinarios para los controles de end~ 



toxina añada tres tubos para las soluciones de 25 y 100 pg/-

ml (tres para cada una) 1 añada dos tubos adicionales para el 

control de endotoxina de 12 pg/ml. Promedie los valores de 

absorbancia de las soluciones por triplicado de 100, 50 1 25 

y 12 pg/ml 1 junto con los controles negativos (el promedio), 

se for~ar[ una curva de cuantificaci5n de 5 puntos. NO use 

el valor de absorbancia par3 lrt solución de ~00 pg/ml cuando 

construya una curva control de endoto~ína para propósitos de 

cuantificaci5n. 

Convierta el promedio de absorbancia de cada muestra en equi 

valentcs de endotoxina expresada en picogramas por mililitro 

usando una calculadora qua cuente con un programa para hacer 

análisis de regresión lineal. 

Si el valor equivalente el endotoxina para una muestra exce-

de el valor de 100 pg/ml, el resultado está afuera del rango 

de prueba del sistema. Cuando ~sto ocurra, la muestra debe-

rS ser reanalizada mediante diluciones en serie, usando la -

misma solución \en compusi~i~n qu~=ic~) no piro~énica que se 

usó para preparar los controles negativos y la curva de end~ 

toxina. La muestra será diluída hasta que sus valores de a~ 

sorbancia sean menores que los de la.solución de control de 

100 pg/ml. Seleccione 3quella dilución cuyo valor de abaor­

bancia sea el más parecido al del control de 50 pg/ml. Cal-

cule el valor equivalente de endotoxina de la muestra y mul-

tiplique el resultado por su factor de dilución para obtener 
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el val9r real de endotoxina en la muestra. Por ejemplo, si 

el valor de absorbancia de la muestra de prueba que está más 

cerca del valor de absorhancia del control de 50 pg/ml se o~ 

tiene cuando la muestra es diluída en la proporción de 1:8, 

multipliqu2 el valor comput¡1do de endotoxina por 8 para obt~ 

ner de esa manera el valor real equivalente de endotoxina t·n 

pico~ramo~ por ~ililitro. 

Preguntas: 

Basado en }LlS criterios establecidos en esta prictica, la~ -

soluciones que usted analiz6, ¿pasan o no pasan la prueba -­

del Lisado de Amebocitos de LimuluB1 

¿Por qui para preparar tanto la curva de ~nJocoxina como pa-

ra loa control€& negativos s~ usa una soluci5n no pirog~nica 

con la misma coinposici6n quimica que la soluci611 a ser prob~ 

da'/ 

¿cuil es el fundamento de la dcterminaci6n de prote!nas por 

el mitodo d~ Luwry: 

¿Cuil es la raz6n de que las muestras deban ser leídas· dura~ 

te la determinación de proteínas por el método de Lowry en -

el orden de menor a mayor concentración en el espectrofotóm~ 

tro? 

¿Si usted descubriera un lote de producto pirog~nico supo- -

niendo que usted trabajara yP en la industria, quG har!a7 E~ 
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plique sus razotiea para aprobar o rechazar ei lote. 
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D l S C U S I O N 

En esta proposición de Manual de Pr5cticas de Microbiología 

Farmac6utica, se plantean en form~ secuencial los diferentes 

análisis efectuados en la Industria Farmac~ucica. empezando 

con el an51isis roicrobiol6gico de la mat~ria prJma por trec 

diferentes m€todos. conti11uando despu6s con el an5lisLs de 

agua y aire; ul caso del a~ua prir tratarst• del Jngrcdien-

te princip.11 (¡~ tuda forma farmac6utic3 y en el del aire PºL 

que as un clcoet1~0 pres~ntc en todos los proccsoG farmac~ut! 

cos y que, por estar en contat·ro ron el producto, su pureza 

micrcl1iol6gica de~e ~er cnntrol:iJa. 

A continuaci6n se incluyer1 do~ pr~cLicas de detcrmlnaci611 <le 

potencia en \ltl antibi6tico por diferentes m6t0dns y finalmc~ 

te' tres pr5cticas rclacjonndns con inyectables; pr11cba de Pi 

r6genos por con~jog, dct0rcJn3ción de Endotuxinas por medio 

del Lisado de Amcbocitos ae Liruu)us )' prtteba de esterfl i~~d. 

la lndustrin P~r~J-

c€uticn y que no están inclu!das e11 este manual, las cuales 

no fueron it1cluídas por tratarse de pruebas muy específicas 

para ciertos productos o industrias. Las pr5cticas aquí - -

planteadas son rcpr~sencativas y se aplican a casi toda la -

IndustrLa Farmacéutica. 



La mayor parte de las mismas est&n basadas en m6todos conoc! 

dos de la USP o bicn desarrolladas, probadas y usadas en di­

ferentes laboratorios quien~s amablemente proporcionaron ln 

información. 

Se trat6 dentro Je lo posible sufl~rir el uso del equipo co-­

mfin todos los laboratorios, evitando al máximo la necesi­

dad de equipo sofisticado qu~ 110 pu<lier¡1 ser obtenido para -

realizar la pr5ctlca. 

En todas las introducciones de las prácticas se trat6 de dar 

una nrnplia explicnci6n de las razones por las cuales es ncc~ 

sario realizar la prueba en los productos farmacéuticos, de 

manera de ofrecer una guía al profesor. estableciendo así la 

conexi6n entre la cscue]a y la Industria. Así mismo, en ca­

da lntroducci6n se cxplic6 el fundamento teórico de la pr5c­

tica por la importancia que reviste la formaci6n de profes!~ 

nales y na !;6lo tfic11icos. 

Se l1izo cspc<:i.11 6nfasis Ctl la organJzacl6n de la parte de -

r~gistro y organtzaci6n de datos con la finalidad de que el 

alumno aprenda a poner por c~critu los rcsultndos de un tra­

bajo realizado y que adquiere hSbitos dé orden~ limpieza y -

disciplina. los cuales minimizan las posibilidades de error. 

Finalmente. en la parte de pregunt3S se intent6 buscar la i~ 

tegraci6n del conocimiento entre lo captado por el alucno y 

lo que enseñó el maestro, ascg11rnndo en e!:a forma el curnpli­

m~ento del objetivo de las prficticas. 



e o N e L u s I o N E s 

l. Este manual es una recopilación de las diferentes prue­

bas microbiológicas llevadas a cabo en la Industria - -

Farmacéutica. 

2. Este trabajo puede ser usado como base, haciGndole·las 

modificaciones que se crean convenientes para adaptar­

lo al programa de estudios en la elaboración del pro-­

grama de Prácticas de Microbiológica Farmacéutica. 
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