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INTRODUCCTION

El egresado de la Facultad de Qufmica que ingresa a la indug
tria farmac@utica, cuando vrecién ha salido de la Facultad, -
se encuentra muy 4 menudo confundido ante el nuevo panorama

que se le presenta, al tener que aplicar todos los conoci- -~
mientos adquiridos durante sus afios de estudio dentro del ~--
marco de una empresa orientada a la productividad, las utili
dades y que ademds por tratarse de una industria farmacduti-

ca, estd orientada también a la calidad.

El nuevo profesionista tiene dos opciones en la industria --
farmacéutica: ingresar a una compahfa transnacional o bien,

ingresar a una compafifa nacional.

En el primer caso se encontrard ante un mar de informacidn,

de lincamientos y de métodos de control desarrollados en - -
otros pafses; que es necesario cumplir en dicha empresa pre-
cisamente por tratarse de una filial de una compaififa extran-
jera, el proceso de aprendizaje de la filosoffa y metodolo=~-
gia farmacfutica le tomar4 al nuevo profesiomnista de uno a =~
dos afios y dominar un frea gspecifica le llevard de tres a -
cinco afos. En el segundo caso encontrsrd, muy probablemen—

te, sblo los requerimientos mfnimos pava manufacturar produc



tes farmacduticos, los cudles son cxigides por las autorida-

des sanitarisz

pues en MExice son escasos les laboratorios
nacionales gque cuentan con la itufraestructura necesaria para
llevar a cabe investigaciones v las avances tecnollpicos que
dan entonces supeditadeos a la capacidad econdmica de Ia em~-
presa.

Este trabuajo estd dirigido a ambos casos, con la finalidad -
de estadblecer la conexidn entre los conocimientos tedricos
e corrar la brecha eutvre la --

v la parte prictica tratando

universidad y Ia industria.

El objetivo de este manual de pricticas es tratar de dar una
imagen real de lo que la microbiolegia farmaceltica es en la
industria y por ello se escoxiercen los anfilisis microbioldgi

cos mds conunmente efectuados en casti todas las cmpresas,

M3s que un manual para el alumno, se ha intendado ofrecer --

una guia para el profesor, sobre la cual apoyarse.

El profesor en base a su experiencia acerca de los recursos
disponibles dentro de los. laboratorios de esta facultad po--
drd usar este trabajo en la elaboracidn de las pricticas de
microbiologia farmac@utica y en esa forma esta tesis serd --
de utilidad a las generacione- ‘uturas de estudiantes cuyos

intereses estén orientados a ia farmacia.



PROGRAMA DE PRACTICAS

No. PRACTICA NOMBRE
1 Cuenta Tetal de wmicroorganismos aerobios en
materia prima.

T2 Prucbas microbioldpicas para anB8lisis de -=
agua y determinacidn de bivecarga en produc--
tos farmac&uticos.

3 Pruebas microbiol8yicas para andlisis de -~
aire.

4 Determinacifo de la potencia de un antibidti
co. MEtodo turbidimbtrico,

5 Determinaci®n de la potencia de un antibid--
tico. Método de difusidn en placa.

[} Prueba de esterilidad en inyectables, MNito-
do de filtracida sobre membrauna.

7 Determinacilu de pirdzenos. Prueba USP en -
canejo

8 Determinacidn de endotoxinas bacterianas.

Prueba del lisado de amebocitos de Limulus.



PRACTICA # 1

CUENTA Toral ¥ MiCRUGRGANISMOS AEROBIOS EN MATERIA PRIMA.

CION

Este ¢nsave sirve para determinar si las materias primas pa-

ra uso far

racdutico poseen la calidad microbioldgica adecua-

da,

Los procedimientos descritos e¢n esta prictica, permiten cuan

en ellas,

tificar los micreorganismos presente

En la industria farmacdutica, se procura que las waterias -~

primas <o ccdso nimerc de

rroorvdanismos, yvya que —-—
sin lugar a dudas, la calidad de un producto depende en gran
medida de las materias primas empleadas ¢n su elaboracidn; -

en este sentido, una de las tareas del profesionista quimico

que se desen en la industria facmacedtica, consiste en -
analizar dichss materias primas, para establecer si cumplen

con las caracter{

Sptimas, en cuanto a sus prupiedades

fisivas, quimicas

microbiolégicas.

Légicamente, la naturaleza y via de administracién del pro--

ducto determinan las sualidades quo deben exhibir las mate-

rias primas; dusde e! punto de vista microbiol&gice, por lo

general se requierc gue Jetas no contengan cicrtas euspecies



microbianas y que el nimern de hongos y bacterias aerobias -
no rebase los limites fijados para ellas, $in cmbargo, cuan
‘do estdn destinadas para la fabricacifn asdptica de prepara-

dos estlériles, las materias primas, deberdn estar exentas de

cuglquicr germen.

ta practica, describe métodos que son usados en la indus--

tria para ¢! control de materias primas no estériles. La am

se aduptan a los ries-

plitud y la frecuencia de los
#0s reales que surgen en la prdactica. Facltores decisivos pa”
ra la apreciacifn de estos riesgos son la naturaleza y el —-

origen del material, asi como los vilores expecrimentales de

que se disponga al respczto.

En cuanto a la frecuencia del control microbioldgico al que
son sometidas, las materias primas se clasifican de la si- -

guiente mancra:
- Las que requieren control de esterilidad gpbligatorio en
cada lote.

- Las que requiercn examen obligatorie del contenido mi--

crobiano en cada lote.

Las que requieren que la determinacién del contenido en
gernenes sea esporddica o sistemitica sélo para determi

nadas procedencias.



- Las que ne requieren de cantrol microbioldgico alpuno.

Cada compadfs Uija sus frecuencias de control microbioldyi-~

co, va nea en

a las polfticas de calidad de¢ la companfa
misma, o bien e¢un base a la experiencia, De cualguier manv--

va, las materias primas deben reclasificarse perfeodicamente

en base a los resultados ovbtenidos en los andlisis de ruti--

na,

El examen de las materias primas, se practica generalmente ~

como un conirol a la recepcidn. Cuando no se estd seguro de

su4 pureza microbioldgica, se solicitan, antes de la adquisi=-

cidn, muestras para examiunarlas.

Es posible que debido a un almacenamiento de larga duracidn

o por condicviones inapropiadas durante el mismo, los micro--
organismos empiecen 4 proliferar posterjiormente ecn materias

liquidas ¢ ¢n las que contCienen umna importante proporcidn de
agua. Ants vsta eventualidad, es necegsario que se efectue -
un nuevo contrel de la materia durante su almacenamienta v/o
antes de utilizarla; para ello las diferentes companias far-
macfuticas deben fijar plazos para la realizacidn de reandlj
sis, determinar los perfodos de caducidad y establecer las -

condiciones adecuadas para su conservacidn.

Los procedimientos usados en la industria farmacéutica, se -

basan en los métodos que proponen las farmacopea

mis impor-

tantes, on la

reglas o normas de las buevas pricticas de --
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manufactura y en las recomendaciones de organismos tales co-

mo la FDA, la Federacidn Farmac€utica Internacional, etc.

En las farmacopeas, por un lado se fijan limites globales ~-
permisibles en cuanto al contenido de bacterias aerohias y -
hongos inferiores (levaduras y mohos) y por el otro, se exi=-
ge la ausencia de ciertas especies microbianas, En este @1~

timo caso describen también los métodos de andlisis particu-

lares para su determinacidn,

A continuacidn se mencionan los limites permisibles usados -
mis frecuentemente; 3 menos que se indique otra cosa para -—

cierta materia prima en particular,

*

- Bacterias aercobias por g o ml Max 1000
- Mohos por g o ml Max 100
- .Levaduras por g o ml Max 100
- Pseudomonas aeruginosa por g o ml ausente
- Staphylococcus aureus por g o ml ausente
B . * K

- Enterobacteriaceae por g o ml ausente

Generalmente el ensayo para comprobar la ausencia de entero-
bacterias se e¢fectia mediante métodos cualitativos. En ca-—
sos de sospecha especiales (p. e3j. en sustancias biol&gicas

de origen animal o vegetal) se puede emplear, sin embargo, -




[

algdn método cuantitativo, En algunos casos se pide, ademds

rhia coli y ==

determinar por separado la ausencia de Eschberi

Salmonella.

* Para tas preparaciones lfgquidas pueden emplearse unidades

de volumen en lugar de peso.

shacterias se entiende la familia Enterobe

A% Por aptut

riaceaw gdn vl esquema modificade de Edwards e Ewing

redidasg -

La tuma de muestras debe efectuarse observando las
de precaucidn antimicrobianas (tales como uso de cofia, cu--

ecleceionando en forma Sptima los —

brebocas, guant LeLre.L ),

instrumentos y recipicntes correspundientes, los cuales de-=~
ben ‘esterilizarse previamente mediante procedimientos adecua

dos.

El nimero de muestras de las wmaterias primas por analizar, -
se elige romando en cuenta la cantidad total del material, -
es deeir, de acuerdoe al nidmero de cufietes o tambores; de es-
ta forma se obtien: una muestra mevclada representativa del

lote de materia prima.

En casos especiales se debe examinar un nimero supeorior do -

muestras; por ejemplo:

- Cuandoe se sospecha la prescncia de gdrmenes patdgenos -

en Ubd determinada parte de las cuietes.



- Cuando se trata de verificar los primeros resulcadous.,

Seglin la naturaleza de las materias primas se pueden usar -=-

los siguientes miétodos:



TIPO DE PREPARADO

DETERMIRACION DE
CUENTA TOTAL DE
MICROORGAN ISMGS
AERGUHIOS

CONTROL RESPECTO
A LA AUSENCIA DE
CUTERTAS ESPECIES

Freparados
acuosos ¢ hi-
drosolubles,

MEtode de filtracidn
s_otzrr: membrana, von
incubacidn posterior
de los filtros sobre
wedios de cultivo sd-
lidos.

Preparados
insalubles
on agua

Métode de ventoo
placa: Inooul g
del mateviat (o sug
pensidn o emnlod
dod, en medsc
dos.

Inoculacidn del -
material disuelto
{en suspensidn o
wmudsionadae), an
medios de ecorique
cimiento. Des—==
puds de ta incubp
¢cidn, subcultivar
sobre medios se--
lectivaes solidos.

Preparadas
insolubles en
agua, peaco
countaminade.

nica del
pled: Tnocolac idn
del material E
pensidn o omu
do, cu tubtos
rie que conti
med io 1{guido.

Proceder como =
indica anterior-
mente 0 siembroens-
de colunias whtes-
npidas Jurante ia
determinacion de

adrmenes totajes
en medios selec~

tivos =idlidos,

i
!
|

MEtodo de filtracifn sobre membrana:

(Membrane filtration)

Este ensayo consiste, en hacer pasar a través de un filtro,

por succifn o mediante vacio,

una cantidad del material por

analizar, despus de lo cual el filtro se lava com una solu-

cifu adecuada; posteriormente el Ffiltro sc coloca sobre un -

medie 56lido y se

incuba.



,.,

El tamafio de poro del filtro es lo suficilentemente pequefio -
(0.22 & 0.45 um) que los microorganismos no puuvden atraver--
sarlo.

Este método es Gdril cuando la sustancia que se va a analizar
es lfiquida o soluble en agua; asi mismo cuando el material -
contiene sustancias inhibidoras solubles en agua; tales como
los conservadores, ya que ellos inhiben el crecimiento de --
los microorganismos en este cdaso dichas sustancias pueden --
ser eliminadas mediante la filtracidn.

Método de contec por placa: (Platce coun technique)

A diferencia del método de filtrscifn sobre wembrana, aste

ensayo se¢ usa cuando la sustancia u producto que se va anal

zar es poco soluble o insoluble en agua.

En este caso se dispersa o emulsiona una cantidad pesada del
material con una solucidn adecuada y se toma una alucuota, =
la cual e¢s mezclada con el medio de cultivo fundido, despiies
de lo cual se deja solidificar y se incuba.

Para este andlisis se utilizan los mismos medios de cultivo
que en el método de filtracidn, aunque hay que hacer notar -
que en el método en placa, la forma de las colonias de una -
Espccie microbiana puede variar, dependiendoe de si el creci-
miento se lleva a2 cabo en 1la profundidad o en la superficie
del medio.

Tambi&n se requiere que el material sea lo suficientemente

translicido, va que de lo contrario las materias examinadas



forman crepusculos visibles en el senov del material, entur-~-
bidndole, v cual dificulta la identificacidn de las colo--

nias.

que ¢l méto-

Otra diferencia con el método de {iltracidn,
do de conten en placa es mids barato, va que no requicre de -
filtros, les cuales son un material care § en la mayoria de

los casos son articules de impertacidn.

Mltodo del v

mero mds probable: \Miltiple tube merhod, most

Este método es Gtil cuando h que vvaluar material poco so-

luble en agua, poco transllcido v poco contaminado.

En esta técpica, se inocula una serie de tubous conteniendo -
medio liquido, con una alicuota del material emulsionado o =
dispersadao. Acabada Ia incubacidn, se observan los tubos; -
contando el niimero de tubosg con crecimiento microbiano, se. -
puede estimar mediante inferencia estadistica, el contenido
de gérmencs del material inicial. Para elle se han calcula-

do tablas, gque hasadas en la f8rmula para ifmites de confian

2 a3 nos indican los entre los cuales debe encontrar
~v el valor real de microorganismos presente c¢n un material

dado, en base a los resultados de Ja muestra.

Las tablas sefialan (nicamente el limite superior, ya quec co-

me se trata de contaminecidn micrebiana, el limite supcrior

sehala el m3ximo de gérmenes que pucede tener el materi:



el lfwite inferior en este caso no tiene mayor relevancia. -
Las tablas normalmente se calculavn usando un nivel de con---

fianza del 95%,
2. OBJETIVOS

2.1. Aplicar adecuadamente los diferentes métodos que se em
plean para determinar el contenido de microorganismos en ma-
teria prima, considerando la naturaleza de esta dltima para

la eleccidn del método.
2.2, E1l alumno serd capaz de:

- Efectuar una cuenta total de microorganismos por el mé-
todo de filtracidn, (usando aziicar re¢finada comercial -

como mwateria prima).

- Efectuar una cuenta total de microorganismos por el mé&-
todo de conteo en placa (usando talco o almidén de maiz

como materia prima).

- Efectuar una cuenta total de microorganismos por el mé-
todo del niimero mis probable (usando vaselina como matg

ria prima).

- Seleccionar medios selectivos, detectar o identificar -

microorganismos objetables.

- Preparar diluciones counfiables de la materia.



3. HIPOTES

5i las materias primas por analizar (azidcar, talco, almiddn

de maiz y vaselina) contienen bacterias:

Se observard crecimiento en el medio TS5A (Tripticasa Soya~--~

Agar) .

Si contienen hongos: se observard crecimiento en el medio -

SDA (Saboviaud dextrosa agar).

Si contienen Paeruginesa, §. Aureus o Enterobacterias, se ob
servar3d crecimiento en los medios especificos para. dichos mi

croorganismos.

4. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

4.1. Material:

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

re).
Membranas de filtracidn de 0.45 um de luz de poro est@riles.
Pinzas para filtro est@riles.

Cajas de petri estériles.



Bomba de vacio

Pipetas estériles

Frascos de vidrio con tapa, estériles

Hatraces de bola para preparacidn de medios

Matraces erlenmeyer para preparacidn de Tcdios

Tubos para cultivo

Papel aluminio y de estraza pata preparacidn del material
Autoclave

MeChéro

Asa y porta-asa

Como muestras se usardn: azlcar comln, talco o almiddén de -

maiz y vaselina comercial; muestreados en envases estériles.
4.2, Reactivos

Tampdn de solucibu_de cloruro sddico con _peptona. {(Medio 1)

KH,PO, 3.56 g
Na,HPO, . 2H,0 7.23 g
NaCl 4.30 g

Peptona (de carne o caseina) 1.00 g



Agua destilada o desmineralizada 1000.00 ml.
Disolver los ingredientes, introducir en la autoclave a - -

120~121 C durante 15 a 20 minutos; pH: 7.0

Gelosa peptonada caseina-soya (Medio 2)

por ejemple, use cualquiera de los siguientes preparados co-

merciales.

Trypticase soy agar (BBL)
Tryptone soja agar (oxoid)
Tryptic soy agar (Difco)

Gelosa con peptona de caseina y de harxina de soya (Merck)

Gelosa glucosada de Sabouraud, con cloranfeunicoel (Medio 3)

Babauraud dextrose agarv 65.00 g

{BBL, Difco, Merck, Oxoid, p. ejem)

C loranfenicol 0.05 g

Agua destilada o desmineralizada 1000.00 m1

Medio de cultivo con peptona de caseina y soya (Medio 4&)

ugse cualquiera de los siguientes preparados comerciales.
Trypticase soy broth (BBL)

Tryptone soja broth (Oxoid)

Tryptie soy broth (Difco).



Caldo de cultivo cen peptona de caseina y de soya (Merck)

Gelosa-cetrimida (Medio 5)
p. ej.

Pseudosel agar (BBL)
Bacto cetrimide agar base (Difca)
Gelosa de Vopel & Johnson (Medio 6)
p- ej.

Vogel & Jonhson agar (BBL)
Bacto Vogel & Johnson agar (Difco)
Vogel & Johnson agar (Merck)
Medio de enriquecimiento para enterobacterias {Medio 7)
Enterobacteriaceae Enrichment broth (BBL)
Enterobacteriaceae enrichment broth (Oxo0id}
Caldo de cultivo de Mossel (Merck)
GCelosa bilig~glucosa al roje violeta (Medio 8)
p. ej.

Red violet bile-agar (BBL)



Red violet bile-agar {Difca)
Kristallwioletfz-neutralrot-galle agar {Merck}

Medio liquido de Sabouraud con cloranfenicol (Medio 9)

p.oed.

Sabouraud liquid medium (BBL, DIFCO, MERCK) 30.00 g
Cloranfenicol 0.05 g
Agua destilada o desmineralizada 1000.00 ml

Todos los medios de cultive del 2 al 9 deberdn ser estexrili-
zados de acuerdo a las instrucciones recomendadas por el fa-

bricante antes de su uso.

Dilucidn injcia
Las solucignes acuosas se diluyen generalmente en la propor-
cidn 1:10 com ayuda del medio 1 (Tampdn de foafatos isotoni-

co con peptona).

"Los productos hidroscolubles se disuelven en la proporcida -=-

1:10 con el medio 1.

£n el caso de productos insolubles on el agua, se dispersa ~
a emuwlsiona una cantidad pesadae {10.0) agitande intensawente

con el diluyvente {medio 13 on ruecipieotes apropitadeos (fras-~
¥ ; z
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cos con tapa), que contengan perlas de vidrio; para este 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 dificiles de poner en =
suspensidn o emulsionar, se agrega a una parte del material
a examinar, una parte de tween 80 estéril (polisorbato 80) -
¥y 8 partes del medio ! y se homogeniza todo. Asi se obtiene
en el homogenizado, una dilucidn en 1ia proporcidn 1:10 del -

material en estudio .

La esterilizacidn precedente del tween 80 se efectfia en la -
autoclave (20 minutos a 120°C). en el caso de preparados -~-
emulsionables, tendrin que calentarse a 40°C, antes de su em
pleo, tanto la solucidn tamponada de fosfatos, asi como el -~
tween B0, est&ril. Los productos dificiles de desmenuzar y

homogenizar deben tratarse mediante aparatos mecdnicos (P, -

ej. mezclador).

Si es necesario, se preparan mids diluciones con ayur: - del me
dio 1 para las determinaciones cuantitativas del nfimero de -

microorganiswos (1:100, 1:1000, P. ej).

La eleccidn de las diluciones se guia por los criterios si--

guientes:
- Grado de contaminacifn supuesto.

- Necesidad de neutralizar un poder inhibidor eventual sgo



bre del desarrollo micrebiano.

- Naturaleza del producto (dilucidn 1:20 & 1:50 para los
productos que peseen propiedades pelificantes por ejem-

ple yua gue podrian solidificar el mediec de cultivo)

Método de filtracién.

Pesar en forma estéril 10 g. de azlcar refinada y diludir en
proporcidn 1:10 con ayuda del medio ! (tampdn de fosfatos --
isotfnico con peptona). Con este f£in se afaden 10 g. de azi
car a 100 ml. del medie 1. homogeneizar bien hasta legrar la

completa disolucién

M8todo de conteo en placa:

Pesar en forma estéril 10 g. de talco o almid6n de mafz y di
luir 1:10 con ayuda del medio 1. Homogeneizar bien dentro -
del frasco una parte del talco y nueve de tampdn, agitando -

vigorosamente hasta que se logre una suspensidn.

Método del nfimersc mis probable:

Pesar en forma estdril 10 g. de vaselina; agregar 10 g. de Z
tween 80 esté&ril {polisorbato 80) previamente calentado a -~
40°C y 80 ml. de tampdn de f{osfatos (medio 1), tambi&n calen
tadd aproximadamente 40°C. y homogeneizar todo. Asi se ob—-
tiene en ¢l homogeneizado una dilucidn én la propoercidn 1:10

del. material,

Se verificari la sepuridad de la téenica seguida, mediante -



ensayos en blanco (controles negativos) efectuados paralela-
m ente en testifos; se ejecuta toda la serie de operaciones,

pero sin agregar una sustancia a ensayar.

Hay que verificar antes de su uso los medios de cultivo, ---

efectuando una prueba de promocidn.

Cuando se examina un producto por primera vez, hay que ase-
gurarse del valor demostrativo de la t@cnica empleada, me--
diante controles de crecimiento. Se reccﬁienda entonces em-—
plear diluciones del material examinado en la proporcidén --
1:10, 1:100 y 1:1000 y agregar cantidades minimas de micro--—
aorganismos conocidos, susceptibles de tener importancia en -
la prdctica. Si la primera dilucidn que permite una multi--
plicacidn satisfactoria de la mayoria de los gérmenes es la
d e 1:100 p. ejemplo, se deberi apoyar sobre ella el calculo
del niimero total de g&rmenes. Esto es muy Gtil cuando se -~

trata de sustancias con propiedades antimicrobianas.

Determinacidn_de la cantidad total de bacterjas aerobias y

de hongos: (ver también cuadros sinlpticos).

Procedimiento de filtracidn sobre membrana:

Bajo la proteccidn del mechero, montar el aparato de filtra-
cidu ya estéril; hacer pasar 10 ml. de la dilueibn inicial y

lavar con 100 ml. del medio 1. Inmediavamente despuds del -



lavado, depesitar el filtro sobre una caja petri conteniendo
el medio de cultive 2, filtrar otros 10 ml. lavar con 100 wml.
del medio | y después del lavado depositar el filtro en una

caja petri conteniendo el medio 3 (todos los ensayos deberdn

hacerse por duplicade). La primera caja con TSA es para la

comprobacidn de bacterias aerobias y la segunda caja con me-
dio sabouraud ¢s para la couprobacidn de levaduras y mohos.

n de los culrivos deberd hacerse de 30 a 35°C. -

La incubacid
La duracidn de la incubacidn deberd ser de 48 a 72 hrs. para

bacterias y de 5 a 7 dias para hongos.

Como una proliferacidn excesiva de ciertas especies microbia

nas podria dificultar la valoracidn, se revisan regularmente
N

los cultivoes a lo largo de la incubaci@n ¥y se cuenta lo mds

exactamente posible el nilimero de colenias ecn el momente pro-

picio. Eso da come resultado el nfiwero de bacterias y de --

hongos por gramo de aziicar,

Al calcular la cantidad de bactervi aerobias, se habrd de -
prestar atencidn al heccho de que las levaduras y mohos pue--—
A
\

den crecer tambifn en ¢l wmedio 2., Por otra parte, es posi~-—
P . ¥

ble que no solamente las levaduras y los mohos se desarro— -

llen en 3, sino también las bacterias resistentes -

al cloranfenicol. En los casos dudoscs, se deberd recurrir

a la tincidén de CGram y a los engayos microscépicos para in~--

terpretar los resultados.
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Procedimiento por conteo en placa:

Todas las manipulaciones deberin hacerse bajo la proteccidn
del mechero, de la dilucidn inicial se toman 10 ml. y se ha-
ce una segunda dilucidn 1:100, agregando 90 ml. de tampdn --
(medio 1), en un frasco y agitande bien., De la dilucifn - -
1:100 se toman 10 ml. y se hace una tercera dilucidén 1:1000,
agregando 90 ml. de tampén (medio 1) y se agita bien en un -

frasco.

Se funden los medios de cultivo TSA y SDA (medios 2 y 3) en
un bafio maria a 45°C (deben haber sido esterilizados previa-

mente).

Se toma I ml, de cada dilucién 1:10, 1:100 y 1:1000), se mez
cla cada una con 15 6 20 ml. del medio de cultivo 2 en cajas
petri, efectuando un movimiento suave en forma rotatoria pa-
ra que se homogenize la muestra con el wmedio de cultivo, y -
se permite solidificar a temperatura ambiente; y se repite =~
la operaci®n, pues todos los ensayos deben hacerse por dupli

cado.

Al hacer esto se obtendrin dos cajas por cada dilucidn, es -

decir, seis cajas en total para el wedio 2 (TSA).

Se toma nuevamente ! ml. de cada dilucidn, se mezecla cada -~-
una con 15 & 20 ml. del medic de culrivo 3, en cajas perri -

dande un movimiento suave a la c¢aja en fovrma circular para -



que homogenize la muestra con el medio, se permite solidifi-
car a temperatura ambiente. Repetir la operacidn, para obte
ner el anilisis por duplicado, con lo que se deben obtener -
seis cajas para el medio 3 (SDA), esto hace un total de doce

cajas para la determinacidn de bacterias y hongos.

La incubacifn de los cultivos tiene lugar de 30 a 35°C. La
duracidn de la incubacidn es de 48 a 72 hrs. para bacterias
y-de 5 a 7 dias para hongos. Se controlan regularmente los
cultivos a2 lo largo de la incubacifn y se cuenta lo mis exag
tamente posible, el nfimero de colonias en el momento adecua-

do.

Al calcular la cantidad de bacterias y hongos, habrd que ~---
prestar atenciln al hecho de que hay que multiplicar el nlmge
ro de colonias encontrado, por la dilucidn, para saber el nf
mero de colonias existente en 1 g. de talco o almid8n, P. --
ej., 8i la caja que contiene la dilucidn 1:10 se encuentran

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

en 1 g. seri de 30 coloniss,.

Procedimiento del tubo umiiltiple.

Colocar 9 ml. del medio 4 (TSB) enm 14 tubos a2 utilizar. El

material homogenceizado se inocula de la siguiente manevra: -
formar cuatro grupos de tres tubos cada uno, identificar los
restantes como el tubo A ¥ B. Margue unu de los juepos como

vontroles. “Teme otro de fos jucgoes €100 ul), ¥y on cada tubo
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al igual gue en el tubo A, coloque ! ml. de la dilucidn ini-
cial, que contiene la materia prima a analizar y mezcle. -
Del tubo A tome I ml. con pipeta y vacie el contenido al tu-~
bo B y mezcle. Estos dos tubos contenen 100 y 10 mg. de la
muestra respectivamente, (o bien [00 ul. y 10 ul., en el caso

de que usaran unidades de volumen).

Tome el tercer juego (10 ul), y pipete 1 ml. del tubo A en -
cada uno y mezcle, Tome el iltimo juego (! ul), y pipete 1
ml. del tubo B en cada uno y mezcle. Descarte 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 dias; =~
proceda de la misma forma para inocular otres l& tubos, pero
ahora usando el medio 9 (SDB). Use las mismas condiciones =~
de incubacidn. Despuis del periodo de incubacidn, examine -
los tubos y observe los tubos de control, los cuales deben -
permanecer claros y transparentes; después observe los tubos

conteniendo la muestra y vea si existe crecimiento.

o

Mediante el nlimero de tubos an gque sc ohserva ¢l crecimicent
microbianc se puede estimar, scpglin las reglas de las estadis
tica, el contenido de gé@rmenes en el material inicial, contg
nido cuyo limite superior de confianza para P = 95% estd in-

dicado en la tabla siguiente:
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CUENTA TOTAL MAS PROBABLE PARA EL METODO DEL TUBO MULTIPLE

Combinaciones observadas de
tubos mostrando crecimiento

en cada juego.

Cantidad en mg. o wl. de muestra

por tubo.

100 mg. 10 mg. 1 mg. NGmero mis probable
160 ul 10 ul 1 ul de microorganismos -
por gramo o milili--
tro.

3 3 3 2 1 100

3 3 2 1 100

3 3 1 500

3 3 0 200

3 2 3 290

3 2 2 210

3 2 1 150

3 2 0 90

3 1 3 160

3 1 2 120

3 1 1 Jja

3 1 4} 4Q

3 0 3 95

3 G 2 &0

3 0 1 40

3 v} 0 23




Identificacidn de especies micreobianas intolerables.

Para determinar los gérmenes especiales cuya presencia no es

permisible, se parte de la dilucidn inicial 1:10

Esta parte comprende los ensayos siguientes:

- Identificacidn de Pseudomonas aeruginosa en I g. o ml.

- Identificacidn de Staphylococcus aureus en 1l g. o ml.

- Identificacidn de Enterobacteriaceae en 1 g, o ml.

Identificacidn de Pseodomonas aeruginosa:

Inocular 10 ml. de la dilucidn iunicial 1:10 en 100 ml. del ~
medio 4 (caldo de cultivo caseina-soya peptonado); incubar -
a 37°C. durante 18 a 24 horas (enriquecimiento no selectivo).
Enseguida extender una asada de este material sobre el medio
5 (gelosa-cetrimida) con objeto de obtener, en caso de resul
tado positivo, colonias aisladas. Incubar a 37°C, durante -
24 a 48 horas; la aparicidn de colonias constituidas por ba-
cilos Gram negativos, las cuales producen un pigmente verdo-
80 o verde intengo difusible en ¢l medio de cultivo, es ca-=-

racteristica de Pseudomonas aeruginosa. Si la produccidn cpo

lorante del colorante es débil o nula, se deberin de reali--
zar pruebas confirmativas tales como la de oxidasa, creci-~ -
miento a 42°C, en el intervalo de 24 a 48 horas u otras =--

reacciones bioquiwmicas. €1 sespufs de examinar lo: placas -~
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ninguna de las colounias encontradas muestra las caracteristi
cas antes mencionadas o no se evidencia crecimiento; la mues
tra cumple con los requerimientos de ausencia de P. acrugino-

8a.

Identificacidn de Staphylococcus aureus:

Del mismo cultivo obtenido para enriquecimiento no selectivo
(seglin el pdrrafo anterior), tomar una asada y extenderla so
bre el medio sclectivo # 6, (gelosa de Vogel-Johnson), con -
objeto de obtener, si el resultado es positivo, colomias ais
ladas, Incubar a 37°C. durante 24 a 48 horas, la aparicidn

de colonias negras intdgradas por cocos Gram positivos y ro-
deados por una zona amarilla, es tipico del estafilococo do-

rado.

Los resultados positivos deben confirmarse mediante las pruge
bins de la desoxirribonucleasa o de la coagulasa en plasma. -
Si después de examinar las placas ninguna de las colonias en
contradas muestra las caracteristicas mencionadas o no se --

aprecia crecimiento; la muestra cumple con los requerimien--—

tos de ausencia de §. aurcus.

Identificacidn de Enterobacterias:

Partiendo del mencionado cultivo enriquecido en el medio 4,
se toman 10 wml. y se sicmbran en 100 ml. de medio selectivo

7 (medio de enriquecimiento pata cuterobacterias), =se incuba
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a 37°C. duvrante 18 a 24 horas (enriquecimienteo selectivo), a

continuacidn se tomu una asada y se extiende sobre la super-

ficie del medio de cultivo 8 (gelosa~bilis~glucosa-rojo vio-

leta), con objeto de obtener colonias aisladas en el caso de
resultados positivos. Incubar este filtimo a 37°C, durante -
18 a 24 horas; la aparicidn de colonias rojas ¢ rojizas, de
bacilos Gram negativos ey caracteristica de los pérmenes de

la familia de las Enterobacterias. Algunas especies taxond-
micamente vecinas de bacterias Gram negativas (Acromonas P.

ej.) muestran un comportamiento similar y deben considerarse

tambifn como indegeables. Si niunguna de las colonias encon-

tradas muestran las caracteristicas antes mencionadas o no -
gse aprecia crecimiento; la muestra cumple con los regqueri~--

mientos de ausencia de Entercbacteriasg.

Los datos sobre medios para identificar de manera bioquimica

a E. ¢oli y otras Entercbacterias, se aobtienen counsultando

la literatura especializada. Yara la realizaciBn de las -~~~

pruebas correspondientes, existen en el comercio, los medios

de cultivo deshidratados.

Cuadros sindpticos:

En las p3ginas 32, 33 y 34 se encuentran cuadros de orienta-

cidn sobre la marcha a seguir para los ensayos.
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CUADRO

SINOPTICO
METODO DE FI1LTRACION

SOBRE MEMBRANA

[ DiluciGn inmicial:

en 100 mi,

i0 g

5.

de tampdn de

(o ml.) de la materia prima
fosfatos (Medio

1.
1

Determindcion

Determinacion

£nriquecimiento no selecti-

de bacterias de levaduras vo 10 ml1/100 ml. de medio 4
aerobias y mohos a 37C, 18 a 24 horas,
Filtracidn sobre ldentifi- Identifi~] }Identifi-
membrana (10 wl. cacidn de |lcacibn def [cacidn de
4+ 100 ml.de lava P. aerugi~4iS. au- Entero
do con tapmpdn me nosa. reus Bacteria
dio # 1),despuésy ceae
Placa de pgelosa. i&
10 ml. en
100 ml. de
medio 7, -
37°cC.
18 a 24 ho
ras.
N \Vd a;g%
Medio 2 Medio 3 Medio 3§ Medio 6 Medio B
30 a 35°C 30 a 35°C 37°¢C 3i°¢ 3700
38 a 72 S a7 24 a 48 24 a 48 18 a 24
horas dias horas horas horas

~0Oxidasa

J’ \L QV

Confirmacibn Resultado:
+ -

~-DNAsa Interpreta-—

-Creci- -Coagula- cifin: ver -
miento sa plasmi seccibn 4.3
a 42°C tica Identifica-

cidén de En-~
terobacte--
rias.
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CUADRO SINOPTICO
METODO DE CONTEQ EN PLACA
Dilucidn inicial: 10 g. (o ml.) de la materia prima
en 100 ml. de tampdn de fosfatos (Medio # 1).

=

Determinacidn
de bacterias
aerobias

Determinacidn
de levaduras
y mohos

Enviquecimiento no seleg
tivo 10 ml/100 ml.de me-
dio 4 a 37°C. 18 a 24 Hr.

L
Diluciones suce- Identifi- ITdentifi-
sivas (l:10, 1:100,] {cacidn de cacién de
1:1000). Incorpora P, aeru- §. _au-~
ciones & placas de ginosa reus
gelaosa; cada dilu-
cidn por duplicado.
Medio 2 Medio 3 Medio 5 ttedio 6
30 a 35°C 30 a 35°C 37°¢ 37°cC
48 a 72 5 a7 24 a 48 24 a 48
horas dias horas heras
Confirmacidn
-0Oxidasa -DNAsa
-Creci- ~Ccagula-
miento sa plas-—
a 42°C miética

N
Identiti~
cacidn de
iEntero-
f'lc“crin—

—

10 ml.
100 ml.
medip 7,
37°c. 18
24 horas.

¥

Heddo 8
3ice

18 a 24

horas

¥

Resultado:
+ ]

en
de

a

interpreta-
cidn: ver
seccidn 4.3
Ldentifica-
cidn en En-
terobacte--
rias.



METODO

CUADRG SINOPTICO

DEL NUMERO MAS PROBABLE

1: 10 z.

tampdn de

{o ml.) de la materia

fosfatos (Medio # 1)

prima ]

Determinacidn Determinacidn Enriquecimliento no selec—
de hacterias de levaduras tive 10 ml/100 mil. de me-
aerobias y mohos dic 4 a 37°C, 18 a 24 hr.
Vi 1 AN
wl.de SOLN ldentifi- Identifi-~ Identi~
1100100 nyg) cacidn de cacidn de fica- -~
[ ™ ™ P._acru- S. au- cidn de
100 mg Entero
100 ul Bacteria
ce
"/ NN ~~ ]
(“1 ml. Sol A 10 ml.en
(10 mg) 100 ml.~
1 1 - de medio
10 mg. 7, 37°C
10 ul, 18 a 24
horas
W W
K/"N 1 ml.Sol B Medio 5 Medio 6 Medio 8
(1 mg) 37°c 37°cC 37°cC
1 Y 24 a 48 24 a 48 18 a 24
1 mg. horas horas horas
1 ul.
./ ) % $
Confirmacidn Resultado
Controles + /-
negativos
T’_ r— -Oxidasa ~DNAsa Interpreta
~Creci- ~Coagula- cidn: ver
miento sa plas- seccibn --
~ a 42°C mitica 4.3.
\/ Identifica
cién de En
Medio 4 Mediao 9 terobacte~
3o°¢ 30°C rias

3 'a 5 dias

Resultades;

3 a 5 dias

Ver table




5. REGISTRO Y ORGANIZACION DE DATOS:

El informe de anilisis deberd contener datos cuantitativos
sobre el nlimero de bacterias aerobias. asi come el de leva-
ruras y mohos gue s¢ han encontrado (ver formatos de repor-—

te).

Si el nfimero de pgérmenes es inferior al limite de deteccidn
el resultado serd indicado asi: (inferior) a < x/g 6

< x/ml.

Los ensayos encaminados a probar la ausencia de ciertas espe
cies microbianas intolerables pueden ser resumidos en el Tua-
forme de Andlisis, bajo la rdbrica "Gérmenes especiales™. -~
Si un ensayo de esta Indole ha dado un resultado positivo, -
habrd que mencionar en el informe la clase de germen encon--

trado.

En el caso de resultados sospechosos, el informe deberd con-
tencr datos sobre lu significacifn prictica del resultado, -~

asi como sobre las fuentes de contaminacidn.

Registrar los cdatos de la siguiente forma:
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MATERIALES

AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE QUIMICA

Microbiologia Farmacéutica

MATERIA PRINA

CANTIDAD:

DETERMINACIGNES

Yacoterias ae

Mohos por g.

Levaduras par g.

Gérmaeves espaciales: (P.

aeruginosa, 5. Aurcus y

Enterobacteriaceae

en 1 g)

LIMITES

MAxTwme 10GO

Mizime 100

Mixime LOC

RESULTADOS

ANALIZADO POR:

FECHA:




ANALISIS DE RESULTADOS Y

CONCLUSIONES:

De acuerdo a los limites

reporte de esta prdctica,

analizag. (Esti dentro o

§i los resultados

te, explique las

(Por qué se usa un wedio

vo en el caso de la

les?

iPer qué se usa un madio

ademds del

determinaseidn?

(Por qul se¢ usa una

muestra inicialmente?

(Qué alternativas hay en

Si el resultado de su
control negative hubiese

daria el anidlisis? (Por

iCudl es la razdn de que
(TSA y SDA) en 2l wltodo

en estado liquido pers a

que usted

posibles

detaer

enriquecimiento previa no

s0lucidn

anilisis

proporcionados en la

la materia prima que

fuera de

obruvo,

causas de

de enraquecin

inacidn de

selectivo

tampdn

cuanto al uso

furse

resultade contawinado:

que?

los medicos de

de conteo en placa,

Iimites?

i¢nte no

para

selectriva,

para disol

hoja de -
usted ~=-

?

estin fucra de 1imi

error.

selecti~

wfrmenes wspecia-=

Enterobacteriasg

para

ver la -~

del mechero?

{dvurable pero su -

linvali

cultive 2 y 3 - ~

permanezcan

tempeTatura ho mayor de 45°C?



En la prueba de identificacidn de S, aureus: (A que se
debe la Druwacidn de un halo amarille?. (Cudl es el co-

lor origina! del wmedio de Vogel-Johnson?

Explique por que sc¢ colorean de rojo las Enterobacterias

en el medio 9 (Gelosa~-bilis-glucosa~-rojo violcra).

¢Culdll es la razdn de usar tween 80 y calentarlo a 45°C
para preparayr la dilucidn inicinl en el andlisis de va-

selina?.
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PRACTICA ¢ 2

"PRUEBAS MICROBIOLOGICAS PARA AGUA DE USO FARMACEUTICO Y DE~-

TERMINACION CON BIOCARGA EN SOLUCIONES PARENTERALES'™.

L. INTRODUCCION

Dado que el agua es la sustancia mis empleada en la indus---
tria farmacéutica, su calidad reviste gran importancia. Sia
cmbargu, su adecuado control enfrenta dificultades excepcio~
nales, ya que la fuente bdsica (usualmente el sistema munici
pal), estd afectada por muchos y variados factores; entre €5
tos dos de¢ los mis importantes son: su contenido de sdlidos

¥y de microorganismos.

E1 agua es requerida para una iafinidad de propdsitos, los -
cufiles van desde su uso en los procesos de manufatura hasta
la prepracidu final de agentes terapfuticos, justo antes de

su administracidén a leos pacientes.

Como se sabe el agua constituye la furnte de la vida; sin em
bargo, en la industria farmacGutica puede reprasentar un pe-
ligro, ya que frecuentemente ei agua funciona como un aca---~
rreador de contaminantes por contener algunos de los nuérieg

tes necesarios para la reproduccidn de leos micreorganismos.
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TeSricamente, los gérmenes no pueden crecer en el agua pura,
sin embargo, teda agua, no importa culdn cuidadosamente haya —

sido destilada o filtrada, contiene trazas de materia orgdni-—

ca y sales disueltas que permiten la proliferacidn microbia-

na.,

El agua quimicamenre pura es una sustancia insabora, de hecho

son las impurezas las que le confieren su sabor. La mayoria

de la gentc se sovprenderia al enterarse d

que el apua que -

bebe ¢s, la wmayoria de las veces, inadecuada para =21 procesa-

f1

miente v fav teidén de alimentos, drogas, equipos m@dicos y

productos cosméticos.

Diche de otra manvra, el agua tal come puede obtenerse de la

naturalend, mca se encuentra 100% pura, pues sie

uprse contig

2]
PN

ne microovrganismos, materia ov

, minerales y gases di- -

sueltos.

El agua "cruda" se obtiene a partir de dos f[uentes bdsicas: -

ia tierra (pozos) y la superficie (lagos, reservories, rios,

El agua proveniente de un pozo es usualmente muy "dura" come

regultado del contacto con los depdsitos minerales del pozo -
mismo; sin embargo, la filtracidn natural a través de lag - -
dreas arenosas adyacentes da com¢ resultado que el agua de po

zo sea relativamente clara y de bajo contenido org@nico.
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En contraste, el agua obtenida de la superficie suele tener
concentraciones considerablemente mis bajas de minerales di-
sueltos, pero su contenido orgiinico es usualmente mas eleva-

do.

Antes de que cualquier tipo d¢ "agua cruda' pueda ser usada
en los procesos de manufactura, debe ser filtrada o destila~

da para que adquiera el nivel requerido de pureza.

de las ~

La farmacopea incluye vdrias monografias poara agua

cuales, la de agua purificada vy la de agua para imnyveccidn, -

definen los requisitos para agua como ingrediente material,
mientras que las otras monografias establecen los ecstindares

para el agua como articule farmucdutico en si.

Agua purificada.- Se denomina asiI al agua que ha sido trata
da mediante un proceso de destilacidn, de intercambio de io~-

nes (desionizacidn o de ineralizacidn) de Ssuosis reversa,

o por algln otro proceso adecuado que la coavierta en agua -
pura para propdsitos farmacdutices. Esta agua cumple rigida
mente las especificacionces de purezda quimica, ¢s preparada a
partir de agua que cumple los requerimientos para ser agua -
potable (agua para beber), y ademids de cumplir €stos, mo con
tiene ninguna sustancia afiadida. Sin embargo, los diferen—--
tes métodos de produccidn presentan considerables posibilida

des diferentes de contaminacidn.
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El agua‘purificada por destilacidn llega a ser estéril, siem
pre y cuando el aparato de destilacidn sea el adecuado y adg
wds estdéril; mientras que por otra parte las columnas inter-
cambiadoras de iones, asi como las unidades de Osmosis rever
sa requicren especial atencidn, ya que ambas poseen sitios -
donde los microorganismos pueden alojarse, multiplicarse y -
entrar asi en el torrente. Por ello se deberd efectuar un -
monitoreo frecuente cuando se usan este tipo de unidades, --
particularmente despu€s de un periodo en el que el sistema -

ha estado detenidu por wis de unas horas,

Agua_ para inveccidn.- Por definicidn, wsta es agua purifica
da por destilacidn o por 8smosis reversa y cumple los reque-
rimientos de pureza especificados para 'agua purificada'. --
No necesita ser estéril, pero para poder cumplir con los 1i-
mites para endotoxinas bacterianas, debe ser producida, alma
cenada y distribuida en forma tal, que los microorganismos -
(si los hay) no se encuentran en niimeros elevados y por tan~
to no se liber¢ una cantidad peligrosa de dichas sustanciaa

pirogénicas.

Lineamientos para el control microbioclfgico del apua como

jdgredicnte.

Dado que tanto el “agua purificada'" y el "agua para inyec- -

cidn"” pueden ser producidos de diferentes maneras y que por

tanto su calidad microbioldgica puede variar, de acuerdo al
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método de obtencidn, distribucion y/o almacenamiento; en es=
te sentido es aconsejable el establecimiento de criterios --—
que provean indicaciones adecuadas acerca de las acciones =—-
que deben ser tomadas cowo medidas correctivas. Los siste--
mas de agua deionizada, por ejemplo deben ser validados no -
s8lo antes de habilitarlos como fueute de agua purificada, -
sino que deben estar sujetos tambif&n a los controles adecua-
dos relativos tanto a la capacidad gquimica del sistema (dindi
cadores de recarga por ejemplo)} como a 10; agpectos microbio
l6gicos y otras consideraciones. Una cuenta total de micro-
organismos aerohios de 500 unidades formadoras de colonias -
por ml. (ufe) podria ser adecuada para agua potable mientras
que para agua purificada dicho nimero podria ser de 100 ufc/
ml. y para agua empleada en productos inyectables debe scr -
de 50 ufc/ml. Dado que el agua usada como ingrediente en ==
productos farmacfuticos no es producida como un lote o canti
dad fijas, las cifras antes mencionadas sirven como indicadp
res para tomar alguna accidn cuando son alcanzadas o excedi-

das.

En la prictica, el agua usada como ingrediente en la manufac
tura de articulos farmacéuticos y su anilisis, son llevados

a cabo simultineamente y los resultados de las pruebas micro
biolSgicas 83lo estdn disponibles haata después de que algu-~

nos artfculos farmacduticos ya han sido producidos.
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Las acciones a ser tomadas para obtener agua con calidad wi-
crobioldgica suficiente para ser usada como ingrediente pue-
den incluir sanitizacidn del sigtema, con subsigulente mues-—
treo y monitoreov para ascgurarse que la accidn correctiva ha
sido adecusda vy establecer procedimientos si las pruebas mi-

crobioldgicas indican persistencia de la falla.

Segfin lo expuc¢stue antleriormente, v neCesaric que ol sistema
de agua para manufactura farmacéutica posca instalacionvs cu

rrectivas, adem3s de lus de produccidng es decir: instala--

jracidn, tratamiento con vapoer, descontami-

ciones
pnacidn por cloracidn, almacenamiento a alta temperatura, fil

tracidn, tratamiento con radiacidn u algin otro procedimien-

del establecimiento de con-

to, de acterdo a las necesidade

falar que to-

tar con una calidad aceptable de agua. Cabe

dos esos sistemas de control para ohtener agua de calidad -~

adecuada para ser, usada como ingredient<e no representan un

sustituto de las buenas pridcticas de wanufaccura, sino por ~—
el contrario, refuervan Y2 contliua uecesiaad de las GMPs -~

puestao que la calidad de agu:r como iugpediente estd sujeta a

diferentes condiciones wicrobioldgices en diferentes tiempos

A continuacidn se proporciona una lista de algunosg de los 53
tios que deben ser muestreados en un laboratorio farmacéuri-
co; desde luego, esta podria variar dependiende de las insta

laciones de cada compafifa:



SITIOS DE MUESTREO PARA ANALISIS DE AGUA NO DESTILADA

SITIO FRECUENCILA VOLUMEN (1) (4)LIMITES
P/ANALISIS

Cisternas o tanques CT 100 ml Ver (2)
de almacenaumiento Semanal CT 100 ml.

Entrada de agua cruda Semanal CT 100 ml. 50 */mi.

CC 100 =ml. 0 */ml.

Filtro(s) de arena Semanal CT 100 mi. 50 */ml,

CC 100 ml. 0 */ml,

Filtro{(s) de carbdn Semanal CT 100 ml, 30 */ml,

cC 100 ml. 0 */ml.

Salida del suavizador Semanal CT 100 mi. 50 */ml.

100 wl. 0 */ml.

Salida de cada deioui Semanal CT 100 wml. 50 */mi.

zador ¢C 100 ml. 0 */ml,

Agua deionizada para Semanal €T 100 ml, 5¢ */ml.

preparacidn de equipo ¢C 100 ml. ¢ */ml.

Agua deionizada para Semanal €T 100 ml. 50 */wml.

prep. de componentes CC 100 wmi. 0 */ml.

Agua de cniriamientos Semanal CT 1000 ml, 10/1000 */mil,

de autoclave,circuito’

cerrado (3) (5)



SITIO FRECUENCIA VOLUMEN (1) (4) LIMITES
_ P/ANALISIS -
Agua de enfriamiento Semanal CT 100 ml. 10/100 */ml.

de autoclave,circuito

no cerrado {3)

Efluente del sistema Semanal CT 100 ml. 50 */ml.
de Ssmosis reversa cC 100 ml. 0 */ml,
Tanque(s) de almacena- Semanal CT 100 ml. 50 */ml.
miento de Osmosis re- CC 100 mi. O */m1.
versa.

A = ufe {unidades formadoras de colonias).
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Muestras especiales

Antes de que nuevas cisternas, filtros de carbén, suavizado-
res, deionizadores y tanques de almacenamiento sean puestos

en uso, se tomardn muestras en tres dias sucesivos. El equi
po puede ser puesto en uso si cumple con los limites y crite

rios de evaluacidn.

Las cisternas, filtros de arena, filtros de carbo., suaviza-
dores, deionizadores y tanques de almacenamiento que no es--
tén en uso por un periodo mayor a tres dias, deben ser mues—
treados dentre de las 24 horas después de que la unidad haya

sido puesta en servicio (3).

Los filtros de arena, filtros de carbdn, suavizadores y deio
nizadores a los cuales se les hayva efectuado un mantenimien=
to mayor que pudiera afectar las camas y que sea diferente -
del de rucina, de drenado o recargado; deben ser muestreados

dentro de las 24 horas después de quc la unidad haya sido --

puesta en sorvicic,

Si las camas de los filtros de arena, suavizadores deioniza
dores y filtros de carbdn son recemplazados, el equipo debe -

ser muestreade en tres dias sucesivos, empezando dentro de -

las 24 horas después de que la unidad es puesta en servicio.

Antes de que nuevas autoclaves sean puestas en operacifn, ~--

tres nuestras sucesivas del agua de enfriamiento deben cum--
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plir los limites.
NOTAS:

(1) El volumen de muestra para la cuenta total debe ser ajus
tade de manera que no produzea consistentemente cuentas
arriba de 200 colonias/filtro. E1 volumen de muestra pa
ra la cuenta de coliformes debe ser ajustado de manera -
que no produzca consistentemente cuentas arriba de 80 co

lonias de coliformes/filtro, con no mis de 200 cclonias

de todos los tipos.

(2) Las cisternas y tanques de almacenamiento debun ser mues
treadas con el fin de establecer una norma para la carga

bacteriana del agua que entra al sistema.

[@D) Efectuar tincidn de Gram a las colonias represcentativas

de cada muesctra.

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

mes

(5) En las autoclaves con circuitov cerrado de eanfriamiento,
el agua de enfiriamiento debe ser muestreada durante los
- filtimos 5 minutos de enfriamiento. En autoclaves con -
enfriamiento sin circuito cerrado, muestrear en cual- -
quier momento durante el enfriamiento.
Estas muestras no son aplicables a autoclaves que no -=

tengan ciclos con sistema de enfriamiento de agua dinter
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SITIOS DE' MUESTREO PARA ANALISIS DE AGUA DESTILADA

SITIO FRECUENCIA VOLUMEN LIMITES
P/ANALISIS (4)

Cada salida del des- Semanal CT 100 ml. 50 */100
tilador €CC 100 ml. 0 */100
Salidas de los cuartos Semanal ¢T 100 ml. 50 */100
de preparacidn(l) cc 100 ml. 0 */1i00
Salidas para lavado de Semanal CT 100 ml. 50 */100
partes de equipos (1) CC 100 ml Q */100
Salida de agua desti- Diario CT 100 ml. 50 */100
lada al tanque de cC 100 ml. 0 */100
mezcla

Tanque de almacenamien Diario CT 100 ml. 50 */100
to de agua destilada : cCc 100 ml1 0 */100
2y  (3)

* = ufc {unidades formadoras de colounias)

ml

ml

ml.

ml

ml

ml

ml

ml

ml

Para sistemas de agua destilada con circuito cerrado recircu-

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

circuito diariamente., Rote las muestras de manera que cada

salida de cada circuito sea muestreada al menocs unra vez al
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mes, §i el sistema contiene s3lo un circuito de recircula---~
cidén, se deberd muestrear el tangue de almacenamiento diaria-
mente. Si el sistema tiene md3s de un circuito, el tanque no
necesita ser muestreado rurinariamente. Si mis de una mues--
tra de agua destilada presenta una cuenta fuera de limites, -
el tanque de alwmacenamiente debe ser muestreado diariamenze -

hasta que el problema sea resuelto.

Muestras especiales

Antes de que nuevos destiladores vy tanques de almacenamiento
sean puestos en uso, se tomarfin muestras an tres dias conse-
cutivos. El equipc puede ser puesto en uso si se cumplen --

los limites y criterios de evaluacidn (2)

Cualquier nueva linea principal o ramas de lineas principa-~~
les debe ser muestreada dentro de las 24 horas, despuds de -

haber sido puesta en servicio (2)

Cualquier nueva salida de una linea principal debe ser mues-
treada dentre de las 24 horas, despu@s de haber sido puesta

en servicio (2)

Después de cualquier mantenimiento en los destiladores, tan-
que o lineas que pudiera afectar la integridad de la via de
agua destilada muestree la unidad deuntro de las 24 horas des

pués de haber sido puesta en servicio (2)



NOTAS

(1) Pruebe cada salida por lo menos una vez al mes mediancte

el muestreo del nlimero apropiado cada scmana.

{2) Si las cuentas exceden los limites, efectlle tincidn de

Gram de las colonias representativas de cada muestra,

(3) En plantas donde hay un s&8lo tanque de almaconamiento -~
de agua destilada el cual no tiewe una vilvula de mues-
treo que sea fidcilmente accesible vy donde una valvula -
de muestreo no puede ser instalada sin formar una pier-
na muerta, (tuberia extra que puede provecar que el - -
agua se estanque y favorezca el crecimiente de microor-

ganismos) .

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

cuitos de recirculacidn cerrados son:

Cuenta total: 10/100 ml.

Cuenta de coliformes: 0/100 ml.

Determinacidn de Biocarga

Es la determinacifn microbioldgica (CT, CC y cuenta con espo
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 solucidn antes de

esterilizarse cumple los criterios para los cuales fue vali-



do el ciclc de esterilizacidn. Todos los ciclos de esterili
zacibn son validados teniendo en cuenta el grade de contami-
nacién esperado en un lote normal, para asegurar una probabi
lidad de io—b wizrogrganismes sobrevivientes. Las muestras
de rutina que se¢ necesitan para la determinaciln de la bio--
carga se toman de cada lote, por cada dia de produccidn, en

general se toman muescras del tanque con la soluecifn y mues-

tras del principio y dal fin del lote.

En las muestras que corresponden al fin del lote se hace ade

mids la determinacidn adicional de conteo de esporas. Los 1

I

wmites de alerta para la biocurga deben ser establecidos basa
dos en datos histdricos y por impacto al groducte, pero debe

tdndar de operacidén en el --

establecerse su procegimiento -
cuzl se explique cdmo fue establecide el limite, la frecuen-
cia a la cual el limite debe ser revisado contra los datos -
actuales y la accidn requerida si el limite de alerta es ex-
cedido. De cualquier manera el Iimite gque se establezca no

deberd ser mayor de 500 ufc/100 ml. {cuenta total o 50/100 -

ml. cuenta de coliformes)
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M UESTEREDSO

MUESTRA VOLUUEN LIMITES

Solucién en el tanque CT 100 wl. Por procedimiento en

de mezecla (1), (3) CC 100 ml. base a datos histdri
COS.

Primera de lote (1), CT 100 rl. Por procedimiento en

{(2), (3 CC 100 mi. base « datos histdri
cog.

Fin de lote (1), (2), CT 100 ml. Por procedimiento en

(3) CC 100 ml. base a datos histdri

cos.
CE 1000 ml. 10/1000ml
NOTAS:

(1) E1 volumen de muestra para la cuenta total debe ser ajug
tado de manera que no produzca consistentemente cuentas

arriba de 200 colonias por filtro,

{2) Si el volumen del contenedor del producto es menor gue -
el indicado en la Tabla, pruebe una unidad entera para -
cuenta tetal, una unidad entera para cuenta de coliforme

y una unidad entera para cuenta de esporas.

(3) Si la cuentz excede lcs limites, efectle uma tincidn de

Gram 2 las colonias representativas de cada muestra.
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(4) Abreviaciones: CT = cuenta total
CC = cuenta de coliformes

CE = cuenta de esporas.

En el caso de esta prdctica, se simulard la solucidn a la --—-
cudl se le deterwinarid la biocarga, preparando una solucidn -
de Dextrosa al 5%, una hora antes de epfectuar la determina- -

cidn.

2. OBJETIVOS:

En esta prictica se establecen las determinaciones que se ha-
cen al agua cowmo sistema critico en la manufactura de fiArma~--
cos, asi como la determinacidn de la biocarga a una solucidn

que va a ser esterilizada.
E1l alumno serd capaz de:

- Describir la importancia del zgua como ingrediente en la
industria farmacéutica. Llevar a cabo adecuadamente el -

anidlisis bioldgico de los diferentes tipos de agua,.

- Emplear el concepto de biocarga y enumerar los motivos de

determinarla antes de un reproceso de esterilizacidn.

- Aplicar correctawente el método de recuento de esporas y
M. 0. por filtracién con membrana para determinar la ca-

lidad wicrobiolégica del agua.
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3 . HIPOTESIS

Si las muestras para cuenta total de agua destilada, desming
ralizada y solucidn de dextrosa al 5% contienen bacterias, -
se observard crecimiento en la membrana sembrada en medic =--

TSA.

Si las muestras contienen enterobacterias se observari creci

miento en la membrana sembrada en medio endoles.

$i la muestra para la simulacién de determinaci®n de biocar-
ga (sol dextrosa al 5%) sometida al choque térmico, contiene
microorganismos esporulados, se observard crecimiento de 1la

membrana sembrada en la otra caja de TSA.

Como el niimero de colonias observadas es proporcional a la -
contaminacidn presente en la muestra entonces se obseraran -
mayor nlimero de colonias en las membranas de las muestras --—

mis contaminadas.

4, PROCEDIMIENTO

4.1. Materiales
Cajas de petri est@riles a 5 cm. de difimetro

Pipetas estériles.
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Tubos de ensayo

Antorcha de propano

Filtros de 47 mm. con luz de poro de 45
Guantes estériles.

Pinzas estériles para colocar filtros

Equipo de filtracidn estéril, Millipore

Reuactivos

Gelosa peptonada caseina-soya

p. ej. Trypticase soy agar BBL

Tryptic soy agar DIFCO

Caldo_lactosado

p. ej. BIOXON, MERCK

Medio ENDO LES

p. ej. MERCK

BIOXON

Caldo de verde brillante

p. ej. BIOXON

MERCK

um.

o Saroruis
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T&cnica

Aunque es altamente recomendable que la prueba se
efectiie en una campana con flujo laminar, si no -
se dispone de una, la prueba puede ser llevada a

cabo en el lahoratorio, siempre y cuando se tomen
las precauciones para limitar cualquier otra acti
vidad en el cuarto durante la prueba. Se reco-— -

mienda uso de guantes estériles para la prueba.

Se deberi emplear solo un vaso del equipo estéril
por muestra, aunque el mismo vase puede ser usado
tanto pare la filtracidn de la cuenta total como

para la de coliformes de una migma muestra.

El volumen de muestra serd de 100 ml. para cada ~
filtro. Si el nGmero de colonias es las placas -
llegaran a ser muy numerosos para ser contados, -
se repetird el andlisis reduciendo el volumen de
muestra, de manera que las cuentas caigan dentro
de un rango fficilmente contable (de 30 a 300 colg
nias) . El volumen minimo que debe ser filtrado -
es de 1.0 ml. Si una muestra de 1 ml. resultara
afin ser muy numerosa para ser contada, use el mé~
todo de inoculacidn directa o prepare diluciones
de la muestra (hasta un minimo de 1.0 ml.) y apli

que el método de filtracidn por membrana,



$i los vasos se ensamblaron sin filtros coloque -
casépticamente un filtro en la base y ajuste la --

pinza de sujeccidn.

Si el volumen a ser probado es de 20 ml, o menes,
aflada 30 ml. de agua destilada esté&ril al vaso —--

filtrante.

As@pricamente, vierta 100 ml. de la muestra en el
vago filtrante. Si se va a usar upna sola membra-
na para ambas pruebas (CY4 y CC), afiada el volumen
requerido para cada una (100 para CT wds 100 para

ce) .

Vuelva a cclocar ita tapa al vaso y enciende la -—-

bomba da vacie para poder Ffiltrar la muestra.

Cuando se haya completado la filtracidn, apague -

el vacio.

En el caso de la muestra para determinacidn de --—
biocarga, despufs de filtrar los 100 ml. enjuague

con 30 ml. de agua est&€ril destilada y filtre.

Cuidadosamente desensamble el vaso de la base y -
use pinzas para remover el filtro. Si se va a ~-
usar un sdlo f{iltro para ambas pruebas, CT y CG,

asgépticamente corte 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 sdlo filtro para CT y CC co-
logque la otra mitad en medio ENDO LES y cierre -=

las cajas petri.

Si se usa un f£iltro complete para cada prueba, co
loque entonces otro filtro estféril en el soporte

del vaso y repita el procedimiento usando medio -
ENDO LES en lugar de TSA. Selle con cinta el fi-
lo de 1la placa, conteniendo medio ENDO LES, o co-
loque las placas dentro de una bolsa de plidstico

cerrada antes de la incubacidn para lograr eleva-

dos niveles de humedad.

Invierta las cajas petri para incubar.

MEtodo de inoculacidn directa:

Efectiie las diluciones apropiadas de la muestra 0 agua esté&-

ril o salina.

Vierta 1.0 ml. de la diluci®n en cada una de dos cajas petri

estériles,

afiada suficiente TSA fundido y enfriade a 45-50°C

para cubrir adecuadamente el fondo de la placa (aprox. 20 ml).
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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 incubacidn.

Cuenta de Esporas:

Coloque 1000 ml. de la soluciBn de dextrosa al 5% en un reci
piente est@ril y cali@ntela en un bano de agua temperatura -
de B0-100°C, <Caliente el recipiente conteniendo la solucién

por 30 mins. despuds de que el contenido alcance 80°C.

Inmediatamente después de tramscurrido el tiempo enfrie cl -

recipiente con agua fria.

Filtre el contenido total (1000 wml.), del recipiente como se
hizo con las muestras para cuenta total v de coliformes, De

posite el filtro en una caja petri con medio TSA.

‘Coloque una cinta adhesiva al filo de la caja petri o ponga
la placa dentro de una bolsa de pldstico cerrada antes de in
cubar, para prevenir que el medio se reseque en forma excesi

va.
Invierta la caja para incubacidn.

Incubacidn:

Cuenta total: 30 a 35°C por un minimo de 72 horas.

Cuenta de coliformes: 34.5 a 35.5°C por 22 horas. Si las --



placas no pueden ser leidas dentro de las 24 horas después -
de la incubacidn d&jelas incubando mis tiempo hasta un mixi-
mo de 72 horas. Todas las colonias sobre las placas incuba-
das mds de 24 horas deberiin ser resembradas en caldo lactosa
do (y si es necesario, en caldo de verde brillante) como se

describe mis adelante.

Cuenta de espora: 30 -~ 35°C, por un minimo de siete dias.
INTERPRETACION:

Cuents Total

Cuente y registre el nfimero total de colonias sobre el f£iltro.

Si el nfimero de colonias es tan grande que no pueda ser conta
do, intente contar de 5 a 10 cuadrados sobre el filtro, prome
die y multiplique por el nlimero de cuadrados que tenga el f£il
tro. Registre la cuenta anotando la palabra Est., de estima-

do.

S$i a las 72 horas, las placas no pueden ser contadas, regis—-—

tre la cuenta de las 48 & 24 horas, anotando 2 un lado el - -~

iicmpc de incubacidn (horas) al que se leyeron las placas.

Cuenta de Coliformes

Cuente y anote s6lo el nfimero de colonias de coliformes, --
Las colonias de coliformes tienen un color rosz a rojo obscu

re, a veces com un brille met@lico verde dovado el cual pue-



de variar de tawmafio desde el centro de la colonia hasta cu-~
brirla enteramente. Colonias que no presenten las caracte--—
risiticas arriba mencionadas no serin consideradas colifor-=-

mes.

$1i existiera alguna duda sobre si una colonia es o no un co-
litorme, resiembre la colonia a un tubo con caldo de lactosa
o iacube a 30 - 35°C, por un mwinimo Jde 22 horas. s8i hay pas
presente en ¢l tubo de Durham, resiembre a un tubo con caldo
de verde brillante v bilis e incube a 30 - 35°C, por 48 ho--
ras. Si hubiera gas presente denctro de las 48 horas la colp

nia se confirma como coliforme.

Cuenta de Esporas

Cuvate v anote el nimers de colonias.

Prepare un {rotis tefiido al gram d¢ todas las colonias.
P

5i s06lo se observan cocos, levaduras o mohos, reporte la — -

muestra como negativa para formadores de esporas.

$i se llegan s apreciar bacilos o cocobacilos, anote el nime
ro total de colonias sobre el filtro., Si la tinci&n al Gram
demuestra que dichas colonias son Gram-negativas, no se re--
quiere mayor evaluacidn y la muestra se reportard como no =--

formadora de esporas.

Si la determinacidén de Gram es Gram-positiva o indetermina--

da, resiembre una colonia en TSA e incube acrdbicamente a — -



30 - 353°C. Resiembre otra colonia en TSA e incube anaerSbica

mente a 30 - 35°C.

Observe las placas para ver si hay crecimiento después de 45

a 50 horas, proceda como se indica mds adelante, despuds de 5

dfas de incubacidn total.

Si no hay crecimiento, resiembre una segunda vez en TSA e in-
cube esta segunda placa y la primera por 5 dias. $Si hay cre-
cimiente, prosiga como se indica wmd3s adelante, si no hay cre-~
cimiento, el organismo puede ser considerado no formador de -~

esporas, no se requieren mis evaluaciones.

Despufs de 5 dias de incubacidn exawine el crecimiento por mi
¢roscopia de contraste de fase usande una gota de cultive y -
colocindola sobre un poarta objetos, se coloca un cubreobjetos
encima de 1la gota y se examina al microscopio bajo contraste

de fase,

Si el cultivo estd aproximadamente 90X libre de esporas, pro-

ceda como se indica & continuacidn. 54 el culti

o muestra me
nos esporulacidn o esporas inmaduras (principalmente dentreo -
de las células), continde incubando y reexamine a los diez --
dias. Si la esporulacifn es todavia inadecuada, reicube por
un minimo de 14 dfias de incubacidn total desde 1la incubacién
original., Si no se ohservan esporas después de 14 dias, la -
muestra puede ser liberada como no formadora de esporas. Si

hay esporas, se prepara um cultivo en un agar para esporula--
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cidn y se deberd hacer un estudio de tiempo para muerte tér-
mica, antes de liberar e¢l lote cuya biocarga antes de esteri
lizar presentaba esporas. Es decir se determinard el valor

D para dicho microorganismo, el Valor D121

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

do.

- Si el valor 121 es mayor de 0.5 el lote debe ser coloca

do en Rechazo.

Lo anterior se¢ efectuard sdlo en caso de que la muestra exce
da 21l limite de 10 esporas/1000 ml. si no excede el limite,
sa anotard en a2l reporte el nimero de colonias formadoras de

esporas encontradas.
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CUADRO SINOPTICO

BIOCARGA
AGUA DESMINERALIZADA SOLUCION
AGUA DESTILADA DEXTROSA AL 5Z
100 mil. de muestra 1 000 ml. de muestra

Calentar 80°C.

30 min.
Filtrar por mem-
brana 0.45 Enfriar con agua helada
-~ = $
Cuenta Total Cuenta coliformes Filtrar por membrana
sembrar membrana sembrar membrana 0.45
en placa de agua en placa de agua
conteniendo conteniendo
TSA ENDO LES.
Cuenta esporas
sembrar membrana
en placa de agua
TSA.
e
3 0-35°C. 35°c. 30-35°¢C.

48~72 hrs. 24-72 hrs. min. 7 dfa C



EVALUACION:

Muestras Semanales (agua destilada y no destilada)

'Si las cuentas cxceéden los limites especificados en las ta--

blas que se indicaron en la introduccidén de esta prictica, -
lo qu; se haria en la lundustria Farmacéutica es: e¢1 sitio -
que dif fuera de limites debe ser remuestreado en dos dias -
consecutives de trabajo, topande inicio el dia que se supo -

d el fuera de limites.

Si el equipo no estd en uso (por ejemplo. deioniziadores, --
d estiladores, etc.), la muestra debe ser tomada el primer -
dia que es puesta en servicio y al dia siguicunte. S5i una o
ambas de las reprucbas estdn dentro de limites, no se requie
ren m&s muestras. Si las tres muestras consecutivas estin —
fuera de limites, se deberfi proceder como se indica en la ~

parte de "Acciones'.

Huestras Diarias de Agua Destilada

‘Si las muestras exceden los limites egpecificados en tres -—-—

dias consecutivos se procederd comoc se indica en "Acciones"

Muestras de Soluciones sin Esterilizar (Biocarga)

Cuando se encuentra una cuenta fuera de limites, se deberfin
revisar los diez lotes previos. Si mds de uno de los diez -~

lotes previos de este tipo de producto estuvoe fuera de 1limi-




tes,existe una condicidn de alerta ¥ se deberd llevar a cabo

una accidn investigadora como se indica mds adelante.

ACCIONES

Fuentes de Agua No Destilada

La planta debe limpiar o sanitizar &l equipo involucrado de

acuerdo a la especificacifn apropiada o al procedimiento es-
t8ndar de operacidn que aplique dentro de los 5 dias después
de la tercera falla. Despu€s de la sanitizacidn remuestree

el sitio en tres dias consecutivos para verificar que la con
d icidn fue corregida. Si no se corrige se repetiri la lim-
pieza y la sanitizacidn hasta que tres muestras consecutivas

den dentro de limites.

Apua de Fnfriamiento de los Estevrilizadores

Autoclaves con circuito cerrado: cheque todo el circuito de
recirculacidn de la agua de enfriameinto, incluyendo los in-
tercambiadores de calor para posibles fugas. Examine las -—-
gréficas de temperatura de un circuito cerrado para posibles

anormalidades.

Autoclaves con circuitos abierto: ne se requieren repruebas
para cuentas fuera de limites. Si la ocurrencia de las mues
tras fuera de limites es baja, trate de identificar y corre-

gir la fuente de la cuenta alta.
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Fuentes de Agua Destilada

Limpie o sanitice de acuerdo a la especificacidn apropiada o
procedimiento de planta dentro de las 24 horas después de la
tercer falla. Si la muestra del dia siguiente revela un fue
ra de limites, repita la limpieza y sanitiz;ciﬁn dentro de -
las 24 horas. Di la segunda sanitizacidn no corrige la si--
tuacidn ponga fuera de servicio el sitio en cuestidn hasta -

que sea corregido.

Muestras de Solucidn sin Esterilizar (Biocarga)

Investigue posibles fuentes de la condicidn fuera de limites
auditando los procedimientos de limpieza del equipo de mez--
clado y llenado, de manufactura y del personal. Se tomardn

muestras microbioldgicas del equipo si se requiriera.

5. REGISTRO Y ORGANTIZACION DE DATOS

Reporta los resultados de forma que se incluya la siguiente

informacidn:

- Sitio de muestreo

- Fecha de muestreo y fecha de anilisis
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Volumen probado

Pruebas realizadas (TC, CC, SC).

Tiempo de incubacién y temperatura

Resultados de cuenta/volumen probado

Tincidn de Gram, si se requirid

DisposiciBn (pasa, reanflisis, rechazo)

Resultados de la muestra de reprueba y documentacifn --

de la investigacidn si sec quiere.

Firma de la Persona(s) que realizé(aron) el andlisis.

Firma del supervisor.



. ANALISIS DE RESULTADOS Y CONCLUSIONES

o

La importancia de esta prictica en si, radica no en técunica -
de filtracidn por membrana sino md3s bien en la panorimica que
se trata de dar al alumno acerca de lo que ocurre en la indus
tria farmac&utica. Aqui se han dado los lincamientos que mis
o menos se deben de seguir en un sistema de agua de una fdbri
ca farmac@utica pero debe hacerse notar que cada compania ten
drd sus propias especificaciones, sus propios procedimientos

y limites de acuerdo a sus instalaciones, equipo y productos

que manufactura, En esta prdctica se habld en forma general

por lo que es muy posible que el alumno tenga muchas dudas -~
por lo cual se recomienda hacer una sesidn de preguntas y res
puestas en que todos los alumnos participen y el maestro acla
re sus dudas, donde se contesten preguntas tales comoc las que
planteo a continuacidn y donde se clarifiquen algunos térmi--—
nos muy del uso farmac€utico y que no son del dominio de los

estudiantes.
iQué es autoclave?

¢Qué pasos generales conlleva un proceso de esterilizacidn al

vapor?

lQué tipo de contaminantes se pueden encontrar mi3s comlnmen-

te en el agua?

iQués ¢s un procedimiento estdndar de operacidn?



¢{Qué son las Buenas Pricticas de Manufactura?

(Por qué se deben monitorcar los suministros de agua no desti

lada aunque no se¢ usen directameunte en la fabricacidn?

¢Cudl es la finalidad de un filtro de carbdn en un sistema de

purificacidn de agua?

{Cudl es la un filtro o aremna?

(En quié consiste un equipo de &smosis inversa?

{Cémo se determina el Valor D y explique cual es su importan~

cia?
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PRACTICA # 3

PRUEBAS MICROBIOLOGICAS PARA

ANALISIS DE AILIRE
1. INTRODUCCION

La limpieza es critica para la calidad de los productos, pa-
ra la productividad de la compafifa e incluso para nuestra --—

propia salud y seguridad.

El t&rmino “limpio', significa mucha m&s que libre de conta-
minacidn visible como es el polvo, pelusas, pelo, vidrio,ete
“"limpio'" tambi&n significa libre de contaminantes invisibles

tales como microorganismos (bacterias, hongos, virus).

Uno de los principales retos de GMP's (Good Manufacturing --
Practices - Buenas précticas de manufactura),es entonces de~
fender los productos manufacturados en la industria farmacéu
tica de ambos tipos de contaminaci8n: particulas y microorga

nismos.

El acta federal de alimentos, drogas y cosméticos establece
la importancia de defender los productos farmacéuticos de la
contaminacifén en sus secciones 402(a) (4), sececidn 501 (2) -
(A), y seccidn 601 (a) donde: '"Un alimento, droga, equipo o
‘cosmético serd considerado adulterado si lLa side preparado,

empacada o mantanido en coundiciones ao sanitarias donde pudo



haber sido contaminade por suciedad o pudo haberse tormado -

dafiino para la salud"., El diccionario establece que algo se
ha vuelto contaminado cuando "se ha vuelto impuro o inadecua-

do por contacto o mezcla con algo sucio o malo, etc.'

Poniéndolo de una manera m3s simple, la contaminacidn puede -~
ser definida cumo la presencia de cualquier sustancia no de--

seable en un sistema o producte,

La contaminacidn puede presentarse de muchas maneras. Dos de
las formas mds comunes son: c¢ontaminacidn con particulas y -

contaminacidn microbiana.

Contaminacidn con particulas

Simplemente significa gque un producro se ha tarnado impure --
por la presencia de cualquicr particula que no pertenece 2 €1
por ejemplo ol polvo, suciedad, pelusas, fibras e incluso el

cabello son todas causds potenciales de contaminacidn con parx

ticulas.

La contaminacidn con particulas presenta tres caracterIisticas

que la hacen bastante dificil de controlar:

1) La presencia universal de las particulas. Prdcticamente
todo tipo de material puede degenerar a forma de particu
la y ser distribuida a travids de toda una planta farma--

c@dtica por las corrientes de aire.

He aqui algunas de las particuluas tfpicas que puaden ser




2)

3)

encontradas en cualquier

TIERRA POLVO
BPOLVO CABEL
ARENA ACEIT
PELUSAS FIBRA

El inmenso nlmero de part
planta tipica puede conte

particulas por pie clibico

Para una planta que tenga
las por pie clhico de air
particulas por filtracidn
1,000 particulas por pie

sa potencial de contamina

El aumplio rango de tamardo
las pueden ser obseradas

deben ser detectadas y an
mentos de medicidn muy se

culas necesitan ser exami

Estas tres caracteristica
minacidn con particulas,

calidad de los productos.

Contaminacidn Microbiana

planta farmac@utica:

DESCARGAS DE ESTORNY
LO DOosS Y TOS
E PARTICULAS METALICAS
s HUMO DE TABACO

fculas. El ambiente de una ---
ner de 200,000 a 10'000,000 de

de aire.

cerca de 1'000,000 de particu-
e, la remocidn del 29X de las ~
todavia dejaria un residuo de
cibico de aire, que serian cau-

cibdn de producto.

de particula. Algunas particy
4 simple vista mientras otras -
alizadas con equipos e instru--
nsitivos, incluso algunas parti

nadas bajo microscopio.

s son las que hacen de la conta

una constinte amenaza para la -
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Como ustedes saben, es causada por la presencia de micrgo
organismos, los cuales tienen la capacidad de multipli--
carse ripidamente y con ello ocasionar que los productos
manufacturados en una planta farmac&utica se conviertan

en dafiinos paxa la salud.

Los microorganismos forman parte normal de nuestra vida
diaria, estin con nosotros dondequiera, en el aire, el -

agua, el suelo e inclusoc en nosotros mismos.

8i los microorganismos tienen los nutrientes necesarios,
la adecuada cantidad de humedad y la adecuada temperatu-
ra, se pueden multiplicar muy ridpidamente, tan ridpidamen
te que s8lo una bacteria puede producir otras 281 billo-

nes en s6lo 24 horas.

Muches de los micreorganismos son fitiles para los secres
humanos ya que se usan en la manufactura de antibidticos
productos alimenticios de consumo diarie y emn las bebi-~

das alcohdlicas.

Sin embargo, es un heche que algunos tipos de bacterias

pueden causar enfermedades e incluso la muerte. ELl géne
ro Salmonella es un buen ejemplo. La Salmonella puede -
caugar fiebre Tifoidea o enfermedades intestinales se- -

rias, las cuales pueden ser fatales.

Dado que no es inusual encontrar algunos de estos tipos



de bacterias en el ambiente normal de una planta, se deben -
proteger los productos de la contaminacidn estableciendo un

programa de gsanitizacidn que pregenga cl que los microorga--
nismos puedan obtener los nutrientes necesarios, la humedad

requerida y la temperatura adecuada para reproducirse y mul-
tiplicarse. Por ejemplo un sistema de transporte de liqui--
dos conectado a un tanque y a una lfnea de llenado y empaque
puede rfpidamente llegar a estar countaminado con bacterias -
a menos que sea adecuadamente limpia&o vy ﬁuardado de acuerdo

a un procedimiento escritao,

Es necesario recordar que el grado de "limpieza o contamina-

cién" de un sistema o producto no puecde ser siempre definido.

Siempre hay algo de contaminacidn en cada objeto que maneja-

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

Las particulas y los microorganismos estdn presentes en cada -
sistema de cada planta y pueden potcncialmente contaminar -~

los productos que se manufacturan.
Existen cuatro vehficulos mayores portadores de contaminacidn:

AIRE
AGUA
SUPERFICIE

GENTE

El motivo de esta pridctica es precisamente acerca del vehfcu-
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lo ndmero !, el AIRE.

El aire estd alrededor de nosotros, lo respiramos a un prome
dio de 12 a 20 veces por nminuto. Sin €1 no podemos wvivir., -
las plantas no pueden crecer, el fuego no arderia y nosotros

algunas veces no reparamos en £1 porque no podemos verlo.

El "AIRE" s¢ define como una mezela invisible de gases (ni--
trégeno, oxigeno, hidrdgeno, disxido de carbone, argdén, he--

lio, etc), el cual rodea a la tierra,

En esta prictica nosotroes vamos 4 definir al aire como un ve

hfculs para la contaminacidn.

Fl aire no es un medio en al cual 13 econtaminacidn pueda -~
crecer. Sin embargo, es un peligro acarreador de contamina-
cidn, E1 polvo y las mindsculas potas de agua, las cuales -
pueden estar contaminadas con microorganismos, son las fuen-
tes primarias de contaminacidn que usan al aire como un vehi
culo para atacar los productes que se manufacturan en una --

planta farmac€utica.

Por ejemple, gotitas de agua contaminadas estan constantemen

te- siendo introducidas en nuestro lugar de trabajo provenien

tes de nuestra rrancte respiratorio cuando tosemos, hablamos

o estornudamos.

Por esa razdén todas las plantas farmacfuticas deben examinar

todas las variadas formas en las que ¢l "aire" puede aca-~=-



rrear contaminacidn, Se debe controlar y filtrar el aire de
forma en que se minimize la probabilidad de contaminacidn --

del producto.

({C6mo se controlan los contaminantes del aire en la indus---

tria farmac&utica?. impic" debe ser ese aire?. -
Bien, las respuestas a esas dos preguntas dependen principal
mente del tipo de productos que se manufacture eu la planta

farmacéutica. Sin embargo, aqui expondremos brevemente unos

pocos métodos para controlar los contaminantes en el aire,
AREA LIMPTA

Uno de los métodos es llamado Area Limpia o Cuarto Limpio. =~
Una drea limpia es un drea cerrada gue controla la wmateia -

particulada presente e¢n 2} aire.

Esta es la estrategia mds eficiente para defender los produc

tos de la contaminacidn proveniente del aire.

El estdndar federal 2098, "Requerimientos de 4dreas limpias y
estaciones de trabajo con ambiente controlado”, es un docu--
mento importante para entender 105 principios de un drea lim
pia y nos proporciona una base para comparar los grados de -
control de particulas sin importar el disefio del ambiente --

limpio.

Las dreas limpias disefiadas bajo las normas del estindar de-

ben ser capaces de cumplir al menos una de las siguientes cla
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ses:
CLASE 100 - El conteo de partfculas no excede 100 particu--
las por pie cdbico de un tamafio de partfcula de

0.5 micrones o mis grandes.

CLASE 10,000 ~ El conteo de particulas no excede un total
de 10,000 partfculas por pie cdbico con un
tamafio de particula de 0.5 micrones o mis --

grandes.

CLASE 100,000 - E1 counteo de particulas no excede en total -
de 100,000 particulas por pie cdbico con un
s

tamafic de particula de 0.5 micrones o misg ‘-~

grande.
FILTRACION

Es la base del control ambiental, la remccién de particulas
del aire, es usualmente llevada a cabo por filtracidn, preci
pitacifn electroestitica o por lavado del aire {(donde el ai
re es pasadeo a través de una regadevra de agua). La filtra-
cién es el medio mds eficiente de controlar la calidad del
Qire. Es el bloque b&sico de construccidn sobre el cual el
concepto total del control ambiental se levamta. Una compa-
fifa farmac&utica debe contar con pcrsunnllquc tenga la com--~
prensidn bdsica de los principios de filtracidu, grados de -
filtro y capacidades, asi como métodus para comparar el de--

~«sempefio de diversos filctres,



Por ejemplo, uno de los mis comuncs sistemas de filtracién -

de aire es el que produce un flujo laminar.

Un sistema de flujo laminar es el que define como aquel en -
el cual ¢l aire entero dentro de un frea confinada se mueve
con una velocidad uniforme a lo large de lSneas paralelas de
flujo. Los sistemas de flujo laminar son capaces de lograr
freas limpias clase 10,000 y clase 100. Este tipo de siste-
ma es muy usado en el llenado asé€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 HEPA (high -
ef ficiency particulate air) los cuales tienen un {ndice de -~
eliminacidén de particulas extremadamente alto (con eficien--

cias mayores de o1 99.97%).

En adicidn a su eficiencia, el comportamiento de un filtro --
estd influenciado por su capacidad para retener particulas --

después de su deposicidn y por su capacidad de retener polvo.

De otra forma la rdpida obstruccién del filtro, aunque fuera

altamente eficiente, lo haria inadecuado.

Las caracteristicas del filtro que afectan la rentencién y 1la

saturacifn del mismo son:

1) El tipo de filtro (mounofilamento vs. alta vap)



2) El didmetro de la fibra (mayor drea superficial)

3) El ensamble de las fibras (un filtro de tela coherente
se satura mids rdpidamente que un filtro de tela mate --

floculenta).

4) La porosidad del ensamble de la fibra (compare el £il--
tro de extractor de una cocina contra un filtro indus--

trial de alta eficiencia).

5) La profundidad media del filtro (el aumento en la pro--
fundidad mejora la probabilidad para la deposicibn por

inercia, difusidn, interrupcidn, ete.)

En la industria farmac&utica se usa asl mismo aire comprimi-
do para ciertas miquinas y ciertos usos, como son las sople-
teadoras, Recordemos umna vez mds que las particulas de pol-
vo presentes en ecl aire contienen micreoorganismos. Por ello
es muy importante en cualquier compafifa farmac&utica efec- -
tuar un monitoreo constante tanto del aire ambiental como --
del aire comprimido que se usa en la planta y que estd en —-

contacto directo con el producto.
2. OBJETIVOS

En esta prédctica el alumno serd capaz de definir las mues- -
tras de aire que requieren ser analizadas para determinacién
de la calidad microbioldgica y conocerd los procedimientos -

para el muestreo con sus correspondientes m&todos de prueba.



En esta prictica se dan los lineamisntos generales para el -
andlisis microbioldgico del aire. Donde luego en cada compa
fifa farmaceiitica 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 vehiculos de contami-
nacidn (microbiana y de particulas) al exponer placas com ~~
medio nutriente durante un tiempo determinado, los microor--
ganismos caerdn por gravedad (placas de exposiciBn) o por --—
efecto de la succifn (muestreador) y sc observard crecimien-
to proporcional al grado de contaminacidn presente, se obser
vari mavor niGmero de colonias si el aire estd@ muy contamina-

do y menor nfimero de colonias si al aire estd mis limpio,

4. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

4.1, Material:

Muestreador de aire comprimido

o

Medidor de flujo marca Dwyer MMF-100 PV, Dwyer VFB~67



Dwyer de las series RMB o equivalente.

Muestreadores de aire ambiental. Use uno de los siguien
tes:

- Slit air sampler, New Brunswich Scientific Model STA-
203 6 STA-303. VUse cajas petri de 150 x 15 mm. con -
agar TSA Anderson reusable two stage air sampler, model
10~850. Use cajas petri de 100 x 15 mm. con agar TSA.

Casella Bacteria Sampler MK II. Use cajas petri de —--

100 x 15 mm. con agar TSA.

Biotest RCS centrifugal air sampler (article # 940010),

Folex biotest—-Shluessner Tc., calibrado segin las ins--

trucciones del fabricante.

Placas de exposicidn. Use placas de petri de 100 x 15

mm. con agar TSA.

4.2, Medio cerebro—corazfn o NaCl 0.9%. (dependiendo del mé-

todo usado)

Gelosa con peptona digerida de Caseina-Sova

p. ej. Trypticase soy agar (BBL)
Tryptone soy agar (0XOLD)
Tryptoc soy agar (DIFCO)

_ Gelosa con peptona de caseina 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 --

primarie de¢ distribucidn., Limite - O UFC/10 £e3.

Una muestra al mes de cada punto en donde haya contacto

con el producto y en cada esterilizador de vapor. Limi
3

te = 10 UFC/ft

Despuls de lua talacida del filtro primario y de la --

prueba de integridad (filtro nuevo o chequeo anual) se
requiere uns muestra aceptable antes de liberar el sis-

tema.
Adre Ambiencal

Cada cuarto de llenado y mezclado (para proudctos etique
tados como estériles):” una muestra a la semana. Limi--
tes por procedimiento estdndar de operacidn basados en -~

normas establecidas.

Otras Areas microbiolfgicamente controladas en la plan--
ta., Cada frea una vez al mes. Limites por procedimien~

to estdndar de operaciln basados en normas establecidas.

Laborartorio donde se realiza prueba de esterilidad: una
vez al mes. Limites por procedimiento estdndar de ope=-

racidn basados en normas establecidas.



Campanas de flujo laminar y de llenado aséptico: wuna -
PR 3
muestra a la semana. Limite - 1 UFC/10 £t~ & 20 UFC/ -

placa de exposicidn (total de todas las placas usadas).

Se requiere calificacifn para las siguientes instalacio
nes o modificacinnes. Las muestras deben estar dentro
de l1imites en tres dfas consecutivos o en 4 de 5 mues—-

tras:

- Nuevas dreas microbiolfSgicamente controladas en --

complejos de mezclado-llenado.

- Modificaciones las cuales puedan afectar la cali-—--
dad microbioldgica del suministro de aire (p.ej.

cambio de filtro),

Procedimiento de muestreo para aire comprimido:

Se deberfn usar anteojos de seguridad a través de todo

el procedimiento.

Si el medio o la solucidn saline no fueron esteriliza--
dos en el muestreador de 2ire comprimide, asfpticamente
transfiera 30 ml. al muestreader (ver figura 1 para di-

bujo del nuestreador).

Desinfecte con flama el sitio de muestreo. Si la desin
fecciBn con antorcha no es prdctica, desinfecte profun-

damente el sitio de muaestreo usando un trozo de tela 1i



bre de pelusas y alcohol al 70% o isopropanol (el cual
haya sido filtrado a través de membrana de 0.45 mm. de

poro y guardado asfpticamente).

Parcialmente abra la wvélvula de aire comprimide para -
obtencer suficiente flujo de aire para efectuar la prue-

ba.

Permita fluir el aire por cerca de un minuto antes de -

muestrear.
Con el aire todavia fluyendo, reflamee la coneccifn.

Cuidadosamente remueva el papel del tubo lateral y as€p
ticamente confctele al medidor de flujo. Cologque una -
pinza de control de flujo a uno de los brazos del coneg

tor en "Y".

Conéctele ¢l otro brazo del conector en "Y' (tubo de en
trada) al sitio o salida de aire comprimido que se va a

muestrear,

Lentamente cierre la pinza controladora de flujo, hasta
O 3 : .

obtener un flujo de ! £t”/min. y muestree durante 10 mi-

nutos, o0 si se usa el muestreador Millipore, ajuste el -

flujo a 12.5 litros/min. y muestree por 23 minutos.

Después de que hava transcurrido el tiempo de muestreo,

coloque una pinza en el tubo de entrada e inmediatamen—



te retire el tubo de la salida de aire comprimido, cie~

rre el tubo de salida y cierre el suministro de airvre.

Para sitios de muestreo que muestran una historia con--
gistente de no crecimiento se puede incubar el muestrea
dor completo de 30-35°C, por no menos de 72 horas (siem

pre y cuando se haya usade el medio cerebro corazén).

Alternativamente se puede filrtrar el medio o la solu---
cidn salina a trav~es de una meabrané de 0.43 mm. enjua
gue el muestreador con medio o con agua estiril o con -
solucién salina est@ril y filtre a través del aparato

de filtracidn apropiado. Incube de 30-35° C. durante -

72 horas.

Después de la incubacién observe las placas para ver si
hay crecimiento y reporte como cuenta total por 10 pies

clbicos de aire.

Tubo de entrada > Tubo de salida
Conectar a la ¥ con pinza contro
v 2
salida del aire ladora de flujo,

comprimido.
— Al medidor de ~-
flujo

At +\~ de medio cerebro
30 wl, orazén o sol sa

o
lina,

FIGURA No. 1
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Procedimiento de muestreo para aire ambiental

Usando muestreador de aire ambiental

Sature una servilleta de papel con alcohol al 70X y limpie
la superficie interior de la cubierta de pldstico, la super
ficie de la tormanesa y la salida de la rejilla del muestvea

dor.

Coloque y cierre la cubierta dentro de posicibn. Conecte -~
el muestreader a una bomba de vacio usando el tubo de latex

apropiado.
Coloque o ajuste el ciclo de rotacidn para 60 uinutoes.

Encisanda la bomba v ajuste el flujo con la vidlvula de aguja

a 1 pie clibico por minuto y permita que fluya por uno o dos

minutos.

Remueva la cubierta (tapa) de la caja petri de 150 x 15 con

agar TSA y coloque la caja petri en la tornamesa.

Vuelva a colocar la cubierta del muestreador a ajdstela en

posicidn,

Eleve la tornamesa para asegurar que el agar se encuentra a

la distancia apropiada de la ranura (rejilla)

Ajuste el controlador de tiempo para 60 minutos.

Despu@s de que hava trauscurrido aproximadamenze la mitad --

del tiempo de muestreo, muava el muestreador a onra  —-
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localizacifn dentro de la habitacién.

Cuando el periodo de muestreo se haya completado, haga
descender la tornamesa, quite la cubierta del muestrea

dor, retire la caja petri y tdpela.

Incube la caja petri a 30-35° C por un winimo de 72 ho-

ras.

Observe después de 24 y 48 horas. Cuente a 24 y 48 ho

ras si anticipa que puede haber sobrecrecimiento.

Reporte las cuentas de microorganismos por pie c¢dbico -

de aire.

Usando Placas de Exposici@n

Exponga placas de agar con TSA de 100 x 15 mm. en la -
habitacidn que se va a monitorear durante una hora. £l
nfmero de cajas petri y la localizscidn dentro de la ha
bitacién debe estar establecido eon un procedimiento es~
tdndar de operacién de la planta farmac&utica. Las =--
placas de exposicidn deben estar colocadas de manera --
que est@n completamente libres al ambientc.
{(Por ejemplo colocarlas bajo equipos, anaqueles, - -
ete, y‘donde no vayan a ser fdcilmente pisadas o salpi-

cadas con agua).

El tiempo de exposicidn puede ser reducido si la expe--
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riencia muestra que los resultados de una hora arrojan

cuentas de incontables.

Incube las placas de agar a 30-35°C. por un minimo de -
72 horas., Observe después de 24 y 48‘horas. Cuente a
24 y 48 horas s3I anticipa que puede haber sobrecreci- -
miento. Cuentas estimadas se considerardn aceptables -

88lo si la cucnta de 72 horas no es cuantificable.

Ewvaluaeion vy acciones

Aire ambiental

El proplsito de cuentas microbiolfgicas de aire es el
determinar, el grado de contaminacidn a la cual el pro-

ductos estfn expuestos.

Los lIimites para cada &rza deben ser establecidos por -
un procedimiente estindar de vperacidn de la planta de

acuerdo a las necesidades ¢ historial de la planta, --
Si dichos limites son excedidos y confirmados con una =
muestra de reprueba, se deberd llevar a cabo una inves-
tigacidn, Los filtros de aire deberfn ser inspecciona-
dos, se deberdn evaluar los procedimientos de limpieza

y se investipardin otras posibles fuente de contamina---

cibn.
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Aire comprimido

5i se encuentra una cuenta que excede los lfmites esta-
blecidos, inmediatamente repita la prueba, si ambas es-
t&n fuera de limites el filtro microbiolSgico debexrd --
seT reemplazado dentro de las siguientes 24 horas. Des
pués de la instalacidn del filtro, repita la prueba pa-
ra asegurar que la condicién ha sido corregida. s$i el

reanflisis estd dentro de limites, ¢l sistema puede ser

liberado.

En esta prictica se deja a criterio del alumno el mues-
trear un sitio donde hayas una toma de aire comprimido,

asf como el colocar placas de exposicién en algidn salén
de clases, en algdn laboratorio, en el metro, ectc., pa=-
ra que se fawiliarice con los métodos ya que no va a -

ser posible que lo haga en un sistema real de la indus-
tria. Aqui se pretende que se entere de lo que pasa en
una planta farmacfutica y que conozca los métodos, aun-
que los ensayos que se realicen en las dreas elegidas -

por €l no secan Sreas de ambiente controlado.

REGISTRO Y ORGANIZACIOR DE DATOS

Reporte los resultados de foruwa que se incluya la siguiente

informacidn:

Sitio de muestreo



Fecha ‘de muestreo y fecha de prueba

Volumen probado

Tiempo dc incubacidn y Ctemperatura

Resulrados

2]
-
]

Disposicidn: 'asa - Falla - Reanfli
Firma de la persona gue realizd la pruoha
Firma de la persona que verificd

6. ANALISTIS LE RESULTADOS Y CONCLUSIONES:

La importancia de esta prdctica, 21 ignal gue la anterior,

radica en que se tvatau de dar loy lineamientos al alumnoe --
sobre los requerinientos de airce comprimido y aire ambiental
{como sistemas) en una planta farmac&utica. Se trata de dar
una visidén de las razones que hacen necesario un monitoreo -
de aire en un lugar donde se manufacturan medicamentos con -
Fines de validacidn y de saber ¢l grado de contaminacidn al

que est@n expuestos los productes, va que ¢s el monitoreo --

1+ que diches productos no -~

constante lo que hace y garanti

vap a ser dafiinos o perjudiciales para los pacientes.

Se recomienda hacer una sesidn de preguntas con el maestro
para hacer mds claros algunos conceptos emn los que haya que-—

dado duda.



iQué es un filtro HEPA?

¢En qué casos se usan &reas de ambiente controlado?

iCudl es la diferencia entre aire ambiental y aive com
primido?

;C8mo es posible medir la cantidad de particulas por -

pie cf@bico en un drea?
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PRACTICA # 4

DETERMINACION DE LA POTENCIA DE UN ANTIBIOTICO

DETERMINACION MICROBIOLOGICA DE LA ACTIVIDAD DEL ANTIBIOTICO
RITAMPICINA

METODO TURBIDIMETRICO
1. INTRODUCCION

Tradicionalmente los antibidticos estdn definidos como sus-~
tancias quimicas producidas durante el metabolismo de algu=--
nas especies de microorganiswmos {tales como hongos, actinomi
cetos y bacterias), que poseen la propiedad de inhibdir el --
crecimiento de otros microorganismos, llegando incluse a deg
truirlos. Sin embargo, en la actualidad no es tarea f48cil -
establecer ios 1fmites para el término "antibiftico™. Aun-
que tradicionalmente los antibifticos han sido diferenciados
de los agentes quimioterap&uticos, la sfintesis quimica de ——
nuevos antibidticos ha obscurecido la distincidm. Asf mis-
mo el t&rmino "antibidtico® habia sido usado para incluir -—-
sﬁstancias producidas por microorganismos sin embargo, el --
desarrollo reciente de agentes antibacterianos obtenidos de

fuentes vegetales y animales ha obscurecido la distincidn --
también. M&s adn, el concepto de que los antibidticos son -

antagonistas del crecimiente o vida de microorganismos se ha
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extendido ahora como antagonismo hacia el desarrollo celular
en general con el advenimiento de los antibidticos antitumo-

rales,

Con el descubrimiento de los antibidticos se inicid una nue-
varera en la historia de la humanidad desde 1942, en que la
terapia basada en el uso de antibidticos se hizo una reali--
dad con la penicilina. Desde entonccs se ha experimentado -
un descenso enmorme en la incidencia y wmortalidad de un sinnd
mero de enfermedades infecciosas ante las cuales nada podia

hacer la quimicterapia.

Hoy en dia el nfimero de antibidticos se extiende a cientos,
sin contar con el gran nfmero de ellos que no pasd de su eta
pa de investigacidn por no ser adecuados para la terapia en

seres humanos.

Los antibidticos difieren marcadamente en sus propiedades £I
sicas, quimicas y farmacoldgicas asi como en su espectro an-

tibacteriano y su mecaniswo de accidn.

Las propiedades desecables en un antibidtico utilizable para
la prictica clinica estin bien delineadas: el compuesto de-
be exhibir actividad antimicrobiana, selectiva y potente, de
preferencia contra una amplia gauma de microofgunismos. Debe
ser bactericida en lugar de bacturiostéticé, cperar de forma

independiente de los wecaniswmos de defeusa del pacviente y no

debe inducir resistencia bacteriana sipnificativa. Dabe ex-



hibir una proporcifn terapdutica satisfactoria tanto para --
uso agudo o crdnico, es decir que, en el caso de que se re--
quiera usar grandes dosis por largos periodos debe causar --
muy pocos o ningflin efecto colateral de importancia. Ll anti
biStico no debe actuar como agente sensibilizante o perturba

dor de los Srganos vitales o sus funciones.

Su eficacia antibacteriana no debe ser materialmente reduci-
da por los fluidos del cuerpo, exudados, plasma, proteinas vy
enzimas tisulares. K Su solubilidad en agua y estabilidad a -
temperatura ambiente tanto en solucidn como en estado seco -
son las caracteristicas altamente descables. Es una gran —-
ventaja el que posea eficacia de administracidn por varias —
rutas, particularmente la via eral. Las caracteristicas de

abhsorecidn, distribucifn y excrecidn debeun ser tales que los

niveles bactericidas en la sangre, tejidos, fluidos del cuer
po, incluyendo ¢l flufdo cerebro-espinal sean rdpidamente al-
canzados y mantenidos por periodos prolongados, por ejemplo,
la excrecidn del antibidtico en la orina a concentraciones -
bactericidas es de gram valor en el tratamiento de las infegc
cioners del trarcto urinario, ademds no debe provocar lesibn -
Tenal o de otro tipo como resultado de dicha excrecifn. E1

antibidtico, afin en el caso de gque no sea totalmente efecti-
vo cuando se usa s6lo en ciertas infecciones, deberd exhibir
una o mis acciones sin&rgicas cuando se combina con otros --

agentes quimioterdpicos. Finalmente, debe sexr capaz de ser
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manufacturado en cantidades adecuadas y a un costo razona- -

ble.

No todos los efectos de la terapia con Antibidticos en el --
hombre son saludables. Cada agente tiene su espectro parti-
cular de toxicidad y todos ellos pueden causar alteraciones

en la flora bacterianma normal lo cual puede acarrear infec--
ciones superpuestas. Estos problemas estdn relacionados con
cada antibiBtico y en cada uno de forma particular. La tera
pia en "combinacidén’ de dos o mids agentes antibidticos no --

siempre resulta vilida y puede dar lugar a antagonismos.

El fendmeno de "resistencia bacteriana" adquirida que se ori
gina ya sea a través de un contacto Gnico del gdérmen con el

antibidtico o bién como resultante de un proceso de adapta--
cidn provocado por el uso clinico continuado de antibidticos
(dando como consecuencia la aparicidn de cepas mutantes Te--
sistentes) es un riego siempre presente cuando se usan anti-
bidticos al que se le debe dar considerable atencidém. E1 --
uso indiscriminade de aneibifticos es deplorable por lo que

su uso debe ser bajo contrel médice.

Existen muchas clagificaciones de antibidticos (ver figuras
1 a 3) basadas en su fuente de obtencifn, otras en su natura

leza quimica, en su espectrc de aceidn, etc.

De la misma manera su mecanismo de acciln tambi&n varia. En

algunos casos inhiben las enzimas que originan la formaci@n



de la membrana celular de las bacterias

la penicilina), en otros interfieren las enzimas de varias

w02

(como en el caso de

reacciones del metabolismo intermedio o impiden por el mismo

mecanismo la sintesis de proteinas (el caso de la estreptomi

ecina) .

TABLA 1

Fuegntes de Algunos AntibiSticos Seleccionados

Mohos

Actinomicetos

Penicilinas
Cefalosporinas
Griseofulvina

Aminociclitol Aminoglicosidol

Tetraciclinas
Cloranfenicol
Macrolidas
Cefamicinas
Pvlienos
Vancomicina
Cicloserina

Bacterias

Organismos Superiores

Polimixinas
Bacitracina
Gramicidina

Iridimirmecina
Allicina
Rafanina
Vincristina
Vinblastina
Emetina
Quinina
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TABLA 2

Clases Quimicas

de_Antibidticos con

Ejemplos Representativos

4.,

BETA-LACTAMAS
Penicilinas
Cefalosporinas
Cefamicinas
TETRACICLINAS
Tetraciclina
Demeclociclina
CHLORANFENICOL
AMINOCICLITOL
AMINOGLICOSIDOS

Gentamicina
Estreptomicina

5.

MACROLIDOS
Eritromicina
POLIPEPTIDOS
Polimixina
Bacitracina
POLIENOS

Nistatina
Anfotericina

DIVERSOS

Lincomicina
Cicloserina
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TABLA 3

ESPECTRO_DE ACTIVIDAD DE ALGUNOS
ANTIBIOTICOS SELECCIONADOS

Activos principalmente contra bacterias gram-positivas:

Penicilinas Vancomicina
Bacitracina Macrolidos

Principalmente activoes coutra bacterias gram-negativas:

Polimixinas

Activos contra varias bacterias gram-negativas y gram-po-|
sitivas:

Tetraciclinas Cefalosporinas
Cloranfenicol Sulfas
Aminociclitol Cefoxitina

Aminoglicosidos

Activos contra ciertas bacterias anaerobias:

Chloranfenicol Clindamicina
Cefoxitina Tetraciclina
Penicilinas

Activos en contra de micobacterias:

Aminpociclitol Cicloserina
Aminoglicosidos Rifampina

Activos contra protozoarios:

Emetina Quinina

Activos contra hongos:

Amfotericina B Nistatina
Griseofulvina Natamicina
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Activos countra tumores:

Vincristina
Dauncrubicina
Mitramicina
Bleomicina
Vinblastina

El nGmero de microorganismos esensibles a la accidn de un an-
tibiftico se denomina “Espectro de accidn', Hay antibidti--
cos de accifn limitada como la estrephcmiéina; en otros, en
cambio es muy amplioc como el del cloranfenicol y las tetraci-

clinas.

La produccidn de antibiSticos es una de las principales acti
vidades de la actuazl industria farmac€utica; excepto el clo-
ramfenicol que suele obtenerse por sintesis, los demds anti-
bidticos en gemeral se consiguen sembrando los microorganis-
mos productores en medios de cultive dispuestos en grandes -
tanques cerrados y aireados intensamente. Para aumentar la

produccidn, se seleccionan cepas altamente productoras y se

disponen en los medios de cultivo, precursores de los anti--
bidticos, que tambifn aumentan la produccidn. Los antibidti
éos se valoran por unidades establecidas de acucrdo con mues

tras patrdn aceptadas internacionalmente.

Ademds de la utilizacibn cliinica, los antibifticos tiene nu-
merosas aplicaciones industriales, come gntisépticos, en la

alimentacifn de ganado, para combatir plagas, etc.
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La actividad (potencia) de los antibidticos puede ser demos-
trada bajo condiciones adecuadas, por su efecto ishibitorio

sobre los microorganismos.

Una reducecidn en la actividad antimicrobiana también revela-
rd sitiles cambios no demostrables por métodos quimicos. En
base a ello los ensayos microbiolégicos o bioldgicos permane
cen todavia como el estdndar para resolver dudas con respec—

to a la posible pérdida de actividades,.

Ln general se usan dos métodos principalmente para la deter-

minacidn de la porencia en antibidticos-.

En esta pr&ctica conoceremos el método turbidim&trico, en el
cual mediante la inhibicifn del crecimiento de una cepa tes—
tigo, se compara la sustancia problema con un patrdn de acti
vidad conocida. Se diluye la sustancia problema a la con--
centrdcidén media de la curva patrdén y se lee directamente la
actividad en curva patrdn. Para la apreciacidn de las rela-
ciones entre la actividad y la concentracidn, se mide fotomg
tricamente la extincidn del ligquido de cultivo a 578 nm. pa-

ra el caso de Refanpicina.

2. OBJETIVOS

Establecer los métodos para la determinacidn de la potencia

de un antibidtico.
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El alumno serd capaz de:

- Determinar la potencia de un antibiftico por el mé&todo de

turbidimetria.

3. HIPOTESIS

El mftodo turbidimétrico depende de la inhibicién del creci-
miento de un cultivo microbiano en un medio flufdo, el cual
se sabe favercce el rdpido crecimiento del microorganismo -
en ausencia del antibiético, como la concentracién del anti-
biético ¢s inversamente proporcional a la turbidez producida,

entonces:

Los tubos con mayor cantldad de antibidtico prescentardn un -
menor crecimicentos, por lo tanto moestrardn menor turbidez, en
tanto gue los tubos con meror cantidad de antibidtico presen

tarin mayeor crecimiento y ¢n consecuencia mayeor turbidez.

S4 el producto analizade realwente tieue la potencia declara
da en la etiqueta, mestrard una turbidez semcjaute a la de -

la concentracidén media de la curva patrdo,

4. PROCEDIMAENTU EXPERIMENTAL

4.1 Materiales
- Fotdémetro
- Celdas para fotémetro de ! cm. de espesor
~ Bafio Maria con dispositivo agitador

- Jeringa manual de rcpeticidén de 10 ml. (p. ej. mar
ca Cornwall)

~ Tubos de ensayo con tapa metdlica de 16 x 150 um.



Matraces aforados, pipetas

Reactivos:

Medios de cultive y tamp@n:

Preparar los medios de cultivo que a continuacidn
se indican a partir de medios desecados y estanda
rizados. Estos se pueden obtener tambi&n como me
dios desecados y listos para su use, p. ej. en la
firma BBL (Baltimore Biological Laboratory, E.U.)
o en la firma DIFCO (DIFCO Laboratories; Detroit,
Michigan; E.U.)

Medio A (Antibidticos medio I)

Peptona 6 gr.
Caseina digerida pancredticamente 4 gr.
Extracto de levadura 3 gr.
Extracto de carne 1.5 gr.

Glucosa 1.0 gr.

Agar 15,0 gr.
H O dest. c.s.p. 1000.0 ml.
pH tras esterilizacidn 6.6 + 0.1
Esterilizacidn 15 minutos a 121°C

Medio B (Antibiéticos medio 3}

Peptona 5.0 gr.
Extracto de levadura 1.5 gr.

Extracto de carne 1,5 gr.
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Cloruro de sodio 3.5 gr.
Dextrosa 1.0 gr.
Fosfato dipotdsico 3.68 gr.
Biofosfato de potasio 1.32 gr.
H O dest. c.s.p. 1000.0 m1.
pH tras esterilizacidn 7.0 + 0.05
Esterilizacidn 15 minutos a 115°C

Ajustar el pH con NaOH 1 N. o coun HCl de forma que
después de esterilizacidn corresponda al especifi

cado.

Tanpdn de fosfatos de pH 7:

KH PO 3.52 gr.
Ra HPO .12H O 14.62 gr.
H O dest. c,5.p. 1000.0 ml.
Esterilizacidn 20 minutos a 121°C

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 35°C, conservar a 4-6°C,

Formaldehido: ¢l necesario para detener el creci

miento despufs del periddo de incubacibn,
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Reactividad y toxicided de sustancias:

Formaldehido: Provoca irritacidn de ojos, nariz;
evitese el contacto con la piel ya que provoca --

quemaduras déruicas.

Técnica:

Estapndarizacidn de la suspensidn_a inocular,

Poner en suspensidn el cultivo de un tubo de agar
inclinado que contiene el medio A con unos 3 ml -
de solucifn fisioldgica estdril de cloruro sddico
y segiln convenga, inocular con ello un frasco de
Roux p.ej. (con 300 ml del medio A). Al cabo de
24 hras. de incubar a 37°C poner los gérmenes en -
suspensidn en 50 ml de solucidn fisioldgica esté-
ril de cloruro sédice y, acto seguido, consaervar

en el frigorffico (estable durante 14 dias).

Estandarizar esta suspensifn a inocular, para el

uso diario, en el fotdmetro a 546 nm en celdas de
1l cm de espesor hasta el 15% de transmitancia, --
con respecto al valor en blanco (= 100% de trans-
mitancia) empleando uma solucidn fisiolBgica estd

ril de cloruroe sédico.

Inocular ¢l medio B con una suspensidn al 0.7% re
cién preparada o bien con una suspensidn al 1.0%

preparada 14 dias antes.
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Curva Patrdn
Para establecer la curva patrdn utilizar las si--
guientes concentraciones finales de Rifampicina/

s.a.: 0.148, 0.200, 0.270, 0.364, 0.492 ug/ml.

La concentracién de 0.270 ug/ml sirve como dilu-~-

cifn de referencia para la prueba.

Pesada y dilucifn del Patrén
Conservar el estdndar en un recipiente bien cerra
do, protegido de la luz, en el frigorifico 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 RIFAMPICINA/s.a., disolver con 10 ml de
dimetilsulfoxido y diluir con tampdn de fosfatos

de pH 7.0 hasta ohtener una concentracién de 10 -
ug/ml. A partir de esta solucidn wmadre, preparar
con tampbn de fosfates de pH 7.0, en matraces afo
rados de 10 ml, las diluciones intermedias si~ -

guientes:



Tabla de Dilucién

. De la solucidn madre Diluir un tampdn Concentracidn final de la
de 10 ug/ml, tomar: dilucidn intermedia.

ml w1 ug/ml

1.48 c.s.p. 10 1.48

2.00 c.s.p. 10 2.00

2.7¢0 c.s.p. 10 2.70

3.64 c.s.p. 10 3.64

4.92 c.s.p. 10 24,92

Repitiendo cuatro veces la operacidn, pipetar 1 -
=l de cada una de las diluciones intermegdias en -
tubos de easayo y agregar cada vez mediante la je
ringa de repeticidn Coranwall, 9 ml de calde ineccuy
lade (Medio B). Emplear tambiénm las dos concen--
tracivnes extremas (mixima y minima) como contro-
les para determinar ¢l momento OSptimo en que ha -~
de interrumpirse la incubacidn. Con estas dos --

concentraciones llepar 5 tubos en lugar de 4.

Dilucidén de la prueba:

Couprar en una farmacia Rimactan jarabe al 2X o -
cualquier otro producto que contenga Rifampicina
como sustancia activa y diluir hasta la concentra
cién media de la curva patrdn (0.270 ug/ml)}. En
el caso de la suspensifn proceder de la siguiente

forma:



Pipetar exactamente 1.0 ml del jarabe en un ma- -
traz aforado estéril de 200 ml., disolver con 10
ml de dimetil sulfoxide y diluir con tampdn de --
fosfatos de pH 7.0 hasta obtener una concentra- -
cidén de 10 ug de Rifampicina/s.a. por mililitro.
Volver a diluir 2.7 ml de esta dilucidn con tam--

pon de fosfatos de pH 7.0 hasta obtener 10 ml.

Repitiendo cuatro veces la operacidn, pipetar en
tubos de ensayo 1.0 ml de la Gltima dilucidn, - -
agregindose a cada uno de ellos 9 ml de caldo ino

culado {(medio B).
Incubacidn

Una vez que se hayan preparade las diluciones fi-
nales de la prueba y del patrdn, homogenicese el
contenido de cada tubo de ensayo mediante un agi-
tador vibratorio (vortex), coldquese la gradilla
en el bafio maria de agitacidn, calentando previa~
mente a 37°C e inclbese a aproximadamente 120 sa-
cudidas por minuto. Determinese mediante ensayos
previes el tiempo de incubacifn Sptimo, que em el
cdso de Rifampicina es de dos hrs. aproximadamen-
te. Interr{impase la incubacidn tan pronto como -
el contenido de los tubos de ensayo patrdon con la

menor concentracidn en sustaniia activa, medida a
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578 nm en celdas de ! cm de espesor, muestre una

transmitancia de aprox. 50 o 55%, mientras que --
los tubos con mayor concentracidn de la curva pa=-
trdén, muestren aprox. 80% de transmisidn. Llegado
esle momento, enfriense todos los tubos de ensayo
simultinecamente en un bafio maria frio a aproxima-
damente 20°C y a continuacidn deténgase el creci-
miento de los microorganismos agregando 0.2 ml de
solucidn de formaldehido diluida {al 4 o 5%). Ho-
mogenicese el contenido de los tubos de ensayo me

diante un agitador vibratorio.

Medicidn del enturbiamiento

AjlGstese el fotémetro 3 una extincidn igual a ce-
ro con una mezcla homogenizada constituida por --
9 ml. de medio de ensaye no inoculado, 1 ml. de -
solucidn tampdn y 0.2 ml de soluci&n taupdn. y 0.2
ml de suvlucidn de Eormaldehido diluida en celdas
con 1 em de espesor de 578 nm. Determinense en -~
celdas iguales y a la misma longitud de onda los
valaores de extincidn del liquidn de ecultivo incu-
hado procedentes de los tubos de ensayo patrén ¥y

de prueba.

Trazado de la Curva Patrdn

Calefilese el valor medio a partir de los valores



de cada punto patrdn, registrense los puntos de -
medicidn en un sistema de coordenadas semilogarit
mico (la concentracidn de la sustancia inhibidora
a escala logaritmica v los valores de extincidmn -
correspondientes a escala aritm@tica) y fijese la
inclinacidén de la mejor recta patrdn posible, cal
culando el punto de referencia menor (L) y mayor

(H) en la curva patrdn, es decir, segln las ecua-

ciones siguientes:

L = 3a 4+ 2b + ¢ - ¢ H = 3e + 2d + ¢ ~ a
5 5
Donde:

L = extincidén calculada de la menor concentracifn
I = extincidn calculada de la mayor concentracidn
a,b,c,d,e= valores mwmedios de extincifn de las 5 -

concentraciones de las rectas patrdn -

(de menor a mayor concentracidn).

Calcfilese el valor medio de las extinciones medi-
das de la prueba desconocida y registrese en el -

sistema de coordenadas.

Léase la actividad wicrobioldgica de la prueba di

rectamente del diagrama de la curva patrédn.

Cidlculo de la actividad microbinlégica

Rifampicina/s.a. en mg..por m} de jarabe = a.b/1000



a = Valor de actividad en ug/ml tomade del dia--
grama de la curva patrdn.,
b = Factor de dilucifn es el inverso de las dilu-

ciones efectuadas a la muestra.

= = 74074
iml de jarabe | 10 ml., = 2.7 ml. 1 ml.
200 wl CICO @l S0 w1 * 10 ml.

Es decir la roncentracidn que se obticne directamente del —-
diagrama de curva patrdn, es la que hay en el tubo final. -

Es necesario multviplicarla por las diluciones para obtener la

concentraci fa la suspensidn,

5. REGISTRO Y ORGANIZACICN DE DATOS

iguiente forma y anexar -
la grifica con la curva patrdn (después de haber anota
do eun la parte de atrids de la misma los cdlculos perti

nentes) .
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REPORTE DE ANALISIS

DE ANTIBIOTICOS

U.N.A. M,

Lab, de Microbiolo~

gia Farmac€utica Prictica No.:
ANTIBIOTICO: RIFAMPICINA CANTIDAD:
DETERMINACIONES LIMITES RESULTADOS:

Determinacidn de la activi-

dad microbioldgica de Rifam

picina. 90 a 110% de la
dosis declarada. e
ANALIZO: FECHA:

OBSERVACIONES:
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ANALISIS DE RESULTADOS Y CONCLUSLONES:

¢De acuerdo a los limites proporcionados en la hoja de
reporte de anilisis, el producto que usted analizd es
td dentro o fuera de especificaciones? Si estd fuera

de ellas ia qué causa atribuye el error?

(Cudl es el mecanismo de accidn de la Rifampicina? =~

(Cudl os su espectro de acceidn?
(Por qud es necesario correyir la curva patrdn?

¢Cudl es la finalidad de establecer limites para el pe
rfodo de irncubacifn, de modo guc el tubo conteniendo -
la mayor concentracidr tenga una transmitancia del BOX
y el tubo conteniendo 1z menor concentraecidn de anti--

bidtico tenpga unpa transmitancia del S0 8 S5%.

- Explique ¢l fenBmeno de

sgtencia bacteriana.

- Dafina qué es el espectro de accidn de un antibid-
tico.
- {Cufl es la diferencia entre bactericida y bacte-

riost@tico?.



PRACTICA # S

DETERMINACION DE LA POTENCIA DE UN ANTIBIOTICO

DETERMINACION MICROBIOLOGICA DE LA ACTIVIDAD DEL AN-

TIBIOTICO NEOMICINA

METODO DE DIFUSION EN PLACA

1. INTRGDUCCIOR

Los microbiBlogos, los microbidlogos del suelo en particular,
habfan notado desde hacia tiempo que el suelo contenia pocas
bacterias capaces de causar enfermedades infecciosas en el -
hombre ¢ en los animales. Tan es asi que los cuerpos de las
personas muertas debide a enfermedades infecciosas han side
enterrados en la tierra a través de todos los tiempos. Era
evidente que tales organismos no sobrevivirian mucho tiempo
en la tierra. Hombres tales come René& Dubos y Selman Wask--
man encontraron una explicacién para ello al descubrir micro
bios provenientes del suelo que resultaron ser antagonistas
de microorganismos patdgenos por lo que resultaba ser éso lo

que les acarreaba su r8pida destruccidn dentro del suelo.

El estudio de las bacterias del suelo fue el interés de toda
la vida de Waskman, quien empez8 su carrera como microbi&lo-
go agricola. Nacido en Ucrania en 1888, emigrd a América en

1910. Su primera investigacifn estuvo basada en el efecto -



de los hongos y las bacterias en la fertilidad del suelo. Fue
durante este periodo en que ¢l examen microscdépico del suelo
le condujo a la identificacidn de un grupo de microorganis-~-
mos que no eran propiamente ni hacterias ni hongos, sino al-
go similar a ambos. Waskman identificd a este grupo de mi--
croorganismos como '"Actinomicetos" y aisld y estudid un buen
nimero de ellos, incluyendo en 1915, el Streptomyces griseus
que posteriormente en 1943 daria origen a la estreptomicina.
Cuando escribid su autobiografia, Waskman hizo mencidn que -
en 1915 ellos no efectuaron pruebas para medir sus propieda-
des antibacterianas. "En ese tiempo", escribid, "no estdba-
mos interesados en 108 antibidticos™. Sin embargo, en 1939 -
un alumnc de Waskman, Dubos, aisld el antibidtico tirotrici=-
na de Bacillus brevis encontrado en una muestra de suelo de

New Jersey. Aunque este antibidtico erxra tdxico para el hom-
bre, el interés médico se centrd 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 podian proveer agentes antibacterianos -
mds efectivos y menos tdxicos que los hasta entonces conoci-

dos.

En 1939 Merck and Company proveyeron a Waskman con asisten--
cia quimica, equipo y animales para experimentacids con lo -
que continud su investigacidn sobre los antibidticos del sue

lo en la Universidad Rutgers en Nueva Jerscy. Regresande a
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$u teoria original acerca del valor potencial de los actino-
micetos, Waskman aisld en 1940 la Actinomicina A. Esta sus-
tancia prob8 ser demasiado t@xica para uso antimicrobiano en
general, pero subsecuentemente un antibiStico relacionado, -
Actinomicina D, ha sido de gran valor en el tratamicnto de -

la enfermedad de Hodgkins.

Los Estados Unidos entraron a la Segunda Guerra Mundial en -

1941 y la necesidad de agentes antimicrobianos potentes se -
convirtid en un incentivo muy fuerte en la invcstigacian' de
Waskman. La penicilina estaba demostrando tener un valor —--
sin precedentes contra las infecciones Gram positivas e dins-

piraba la blizqueda de un antibidtico que pudiera destruir a

los microorganismos Gram negativos inscusibles a la penicil

f

na. Waskman y sus asociados emprendieron un programa inten-
sivo. Aislaron alrededor de 14,000 cultivos frescos de dife
rentes micoorganismos. Estos fueren probadeos para medir su ~
actividad en contra de las bacterias. El diecz por ciento de
ello demostraron poseer dicha potencialidad de los cuales --
cien de ellos eran cultivos prometredores hasta que finalmen-
te triunfaron en el desarrollo de procedimientos para el ais
lamiento de diez. Estos diez compuestos fueron probados para
analizar su actividad terap@utica en amimales y s8lo uno de
ellos demostrd ser exitoso como agente antimicrobiano, Estrep
tomicina. La Estreptomicina fue aislada de Streptomyces gri
seus en 1943, 28 afos despu@s de que Waskman descubriera por

primera vez ¢l microorganismo,



La estreptomicina pertenece a un gran grupo de antibidticos

relacionados conocidos como el grupo de aminoglicdsidos. Qui
micamente, cada miembro importante de este grupo contiene --—
dos aminoazilicares, cada uno unido a trav@s de enlaces glico-
sidicos a una molécula de aminociclitol. Los aminoglicdsi--
dos son pobremente absorbidos por via oral, de modo que necg
sitan ser administrados por via parenteral para alcanzar - -
efectos antimicrobianos a nivel sist@mico. No penetran el --
fiuido cerebroespinal y son ripidamente e%crecados por via -
renal., En adicidn a las usuales reacciones de hipersensibi-
lidad producidas por los antibidticos (urticaria, picazdn, -
eosinofilia) la terapia usando los aminoglicdsidos puede re-
sultar en tres tipos de reacciones téxicas seriag: Ototoxici
dad, nefrotoxicidad vy en forma mds rara una reaccién tipo --
"Curare'" que causa un hioqueo neuromuscular con dificultad -

respiratoria.

Aunque se encontrd que la estreptomicina era efectiva contra
un buen nf@imero de bacterias patdgenas gram negativas y gram

positivas, la cualidad sobresaliente de este antibiStico era
el hecho de que podia curar la tuberculosis. La estreptomi-
cina es usada todavia en el tratamiento de esta enfcrmedad,

aunque ahora usualmente se cncuentra en combinacidn con iso-
niazida y otros agentes tuberculostiticos descubiertos re- -

cientemente.

Continuando su investigacidn sobre los actinomicetos, el gru



po de la Universidad de Rutgers dirigido por Waskman, aisld -

un nuevo antibidtico a partir de Streptomyces fradiae en - ~

1949, En su forma cruda, esta sustancia consiste de un agen
te antimicético (Fradicina) y un grupo de tres antibidticos

relacionados estrechamente que cuande se purifican son llama
dos Neomicina A, B y C. La neomicina producida hoy en dfa -
estd 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 pensd que podia ser importante en el tratamiento de lz
tuberculogis debido a su alta actividad contra el bacilo de

la tuberculosis, desgraciadamente estudios clinices posterio
res pronto revelaronque la neomicina causaba la p&rdida per-

manente del oido en mayor grado que la estreptomicina.

Aunque en ese momento la neomicina se gand el titulo de dro~
ga téxica, posteriormente se le encontraron muchos usos segu
ros, especialmente los usos tSpicos, sin embargo la aplica--
cidn tbBpica en heridas o en irrigacidn de la vejiga puede --—
también causar toxicidad si la dosis es alta o si la terapia

es prolongada, particularmente en pacientes anfiricos.

Durante las dEcadas que siguieron al descubrimiento de la ep
treptomicina los investigadores de todo el mundo dedicaron -
sus. talentos al descubrimiento de nuevos antibidticos. En -

1957 -cientificos japouneses aislaron el antibidtico Kanamici-

na (Kanamicina A) & partir de una variedad de Streptomyces -



kanamycetieus. Este agente es un antibidtico de amplio es--
pectro y es usado a menudo en el tratamiento de infecciones

debidas a gérmenes de Gram negativos, particularmente Kleb--
siella, Enterobacter, Proteus y E. coli y tambié&n es activa

contra $. aureus. Seis afios después de que la Kanamicina --
fuera descubierta en Japdn, investigadores en los Estados -~
Unidos de los Laboratorios de Investigacidn Schering, descu-
brieron la gentamicina, ahora consider;da junto con la tobra
micina y amikacina como unc de los mds importantes aminogli-
ebsidos. La gentamicina tieme la actividad antibacteriana -~
mis grande que cualquiera de los anteriores aminoglicésidos,
prdcticamente todas las enterobacterias son sensibles a ella.
En particular se estima que el 95% de las variedades de Pseu
domonas encontradas clinicamente, son inhibidas por 10 meg/-
ml de gentamicina. Dado que la carbenicilina y la gentamici
na muestran efectos antibacterianos sinérgicos,se sugiere su
uso en las infecciones severas de Pseudomonas. Los: peligros
de la ototoxividad y nefrotoxicidad asociados con la gentami
cina, al igual que con todos los aminoglicdsidos, indican que
su uso debe ser restringido al irztamiento de infecciomes se
rids, particularmente a aquellas causadas por Pseudomonas --
aeruginosa, En;erobac:er, Klebsiella ¥ Serratia, ante las --
cuales otros agentes menos t6xicos son inefectivos. Los ami
noglicdsidos descubiertos mis recientemente son la tobramici

na, sisomicina y amikacina.

La tobramicina al igual que otros auninoglicosidos hademostra



A

6

do eficacia clinica en el tratamiento de pacientes que su— -
fren infecciones severas producidas por microorganismos gram
negativos. La trobamicina- exhibe la actividad antibacteria-
na mis potente "in vitro" contra Pseudomonas aeruginosa. La
tobramicina fue descubiertz en 1971. En 1973 fue reportado

el descubrimisnto de un nuevo antibidtico del grupo de los -
aminoglicdsidcecs ¢l cual fue 1lamado s%somicina. La sisomici
na fue aislada a partir de Micromonospora inyoensis, es tam-
bién similar a la gentamicina con mayor actividad contra Ln

cierto nimerc d¢ cspecies Gram~-negativos,

La amikaciuna es un nuevo aminoglicBsido semisint@tico deriva
do de la kanamicina A. Su uso estd limitado a infecciones -
seri;ﬁ causada por organiswos susceptibles gram-positivos v
gram-negativos, incluyendo Pscudomonas, Escherichia coli, --
Proteus, Klebsiella, Enterobacter y Serratia. La Amikacina
no es desactivada por la mayorfia de lus enzimas comunes de--~

sactivadoras de aminoglicdsidos y por esta razdn puede ser —

efectiva contra variedades ¢ Proteus, Serratia, Klebsiella
y Pseudomonas que son resitentes a la gentamicina, Kanamici~
na y/o Tobramicina. Algunos investigadores sienten que su -

uso debe ser limitado para el tratamiento de las infecciones

causadas por tales organismos resistentes.

La manera exacta en la cual los aminoglicGsidos destruyen --
las bacterias ha sido tema de estudio pero alin permanece sin

haber sido completamente explicada. $in embargo, se ha des-
t 8



cubierto que los aminoglicdsidos no actdian en la wanera emn -
que lo hace la penicilina. Mientras que la penicilina inter
fiere con la sintesis de la pared celular, los aminoglicdsi-
dos se enlazan irreversiblemente a las subunidades ribosoma-
les 30 8, inhibiendo con ello la biosintesis de proteinas y

por tanto conduciendo a la c&lula a la muerte.

Despu&s de haber hablado un poco sobre el grupo de antibidti
cos al cual pertenece la neomicina, hablaremos ahora acerca
del método para la determinacifn de su actividad microbiold—

gica.

El método de cilindros en pléca, esti basado en la difusibn

del antibidtico 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 inhibido en un 3drea circular alrededor del

cilindro y se le llama zona de inhibicidn. Midiendo el did-
metro de las zonas de inbibicidn y compardndolas contra unm -
estindar de actividad conocida, es posible calcular la con--
centracidn de la sustancia problema, ya que las zcnas de in-
hibicidn estdn relacionadas proporciocnalmente a la concentra

cifn de antibidtico presente.
2. OBJETIVOS

Establecer el segundo método para la determinacidn de la po-

tencia de un antibidtico.



El alumno serd capaz de:

- Determinar la potencia de un antibidtico por el mé&todo

de cilindros en placa.

3. HIPOTESTS

Al termino de la incubacifn, como el tamaifio de los halas de
inhilucidn formadas ea proporcienal a la concentracifn del
antibidtico; los cilindros con mayor concentracibn de anti--

biftico presentan zaonas de inhilucidn con mayor didmetro que

aquellos con menor concentracidn.

Si el producto analiizade realamente tiene la potencia des--
crita en la etiqueta mostrard halos de inhilucidn semejan---

tes a los de la concentracién media de la curva patrdn.



4. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL:

4.1

Materiales:

Fotémetro

Celdas para fotdmetro de 1 cm de espesor

Bafic maria

Aparato para leer zonas de inhibicidn (FISCHER- =~
LXILLY, FISCHER SCIENTIFIC CO., E.U. o equivalen~~
te) con exactitud de lectura de 0.1 mm.

Cajas petri con fondo plano, 100 wm de didmetro,
22 mm de altura con tapa de material adecuado.
Cilindros de acero inoxidable o porcelana, 8 mm +
0.1 mm de difmetro exterior, 6 mm + 0.1 mm de did
metro interior, 10 mm + 0.1 mm de lomngitud (los -
cilindros se deberin limpiar cuidadosamente para
remover todos los residuos, se recomienda sumer-—-
girlos en un bafo dcido de vez en cuande, p. €j.
con dcido nftrico 2 N o con dcido crémico).

Tubos de ensayo

Frascos de Roux

Matraces aforados, pipetas
Reactivos:

Medios de cultivo y tamp8n:

Preparar los medios de cultivo siguientes a par-



tir de medios de cultivo desecados y estandariza-
dos. Estos se pueden obtener también como medios
desecados y listos para su uso, p. €j. en la fir-
ma BBL (Baltimore Biological Laboratory, E.U.) o

en la firma DIFCO (DIFCO Laboratories, Detroit, -

Michigan, E.U.).

Medio 4 (Antibidtico medio 1)

Peptona 6.6 BT -
Caseina digerida pancredcicamente 4.0 gx.
Extracro de levadura 3.0 gx.
Extracto de carne 1.5 gr.
Glucosa 1.0 gr.
Agar : 15.0 grx.
Agua destilada c.s.p. 1000.0 ml.
pH tras esterilizacidn 6.6 + 0.1
Esterilizacidn 20 minutos a 120°C

Medio B (Antibidticos wmedio 11)
Igual gquc ¢l medio A excepto que el pH final des-

pués de estilizacifn es de 8.3 + 0.1

Tampdn de fosfato (Buffer # 3)

¥ BPO 16.730 gr.
KH PO 0.523 gr.

Agua destilada c.s.p. 1000.00 ml.
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pH tras esterilizacién 8.0 + 0.1
Esterilizacidn 20 mins..a 120°C
Ajustar el pH con NaOH 1 N o con HCl de forma que
después de la esterilizacifn corresponda al espe-

cificado.

Cepa Testigo

Staphyvlococcus epidermidis ATCC 12228

Incubar la cepa testigo sobre un tubo oblicuo de
agar conteniendo el medic A e incubar a 32°C du--~

rante 24 hrs.
Técnica:

Estandarizacidn de la suspensidn a inocular

Poner en suspensidn el cultivo de un tubo de agar
inclinado que contiene el medio A con unos 3 mnl.
de solucidn fisjoldgica est@ril e inocular con ~--
ello un frasco de Roux que contenga 300 ml de me-
dio A, distribuyendo uniformemente la suspensidn
con perlas de vidrio estériles sobre toda la super-
ficie. Despu@s de incubar a 32 ~ 35°C durante 24
hrs., los gérmenes se arrastran con 50 ml. de so-
lucidn galina fisiolbgica estéril y seguidamente
se conservan en refrigeracidn (es estable una se-

mana aproximadamente).



Esta suspensifn a inocular se estandariza con so-
lucidn salina fisiolf§gica estéril en el espectro~
fot8metro a 546 nm en celdas de 1 cm de espesor,

hasta el 25% de tranmstancia, con respecto al va--
lor del blanco (igual a 100%Z de transmitancia) em
pleando una solucibfn fisiolbgica estéril de cloru
ro s8dico como blanco. El medio B se inocula con

0.1% de esta suspensidn.
Placas de Prueba

& modo de capa b3sica, se pasan coun pipeta prime-
raoa a cada caja petri, 15 ml. del medio B sin ino-
cular, a una temperatura de 60 a 70°C y se dejan

solidificar.

El resto del Medio B se enfrfa hasta una tempera-
tura de 48°C, se inocula con el microorganismo --
problema y se hozogeniza, 6 ml. de ello se¢ pasan a
la capa bdsica solidificada y se distribuyen uni-
formemente. Una vez se haya Ssolidificado la segun
da capa, sobre cada caja petri se colocan seis ci

lindros estériles.

Soluciones patrdn:

Se emplea un estdndar de referencia USP con neomi

cina base de actividad conocida. Este estindar -
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se deseca previamente al vacio de 5 Torr durante

3 hr., a 60°C, Con ello se prepara en un matraz -
graduado estéril, en tamp&n de fosfato pH 7.9, -~
una solucidn cuya concentracidn inicial sea de 1

mg/ml. A partir de esta solucidn, se prepara - -
otra cuya concentracién sea de 10 ug de neomicina
base por ml. Con esta (ltima solucidn se prepara

la curva patrdn de la manera siguiente:

Solucién de 10ug/ml Tampdn Concentracidn Final
mL =L nl
0.64 c.8.p. 10 0.64
Q.80 c.s.p. 10 0.80
1.00 c.s.p. 10 ’1.00
1.25 c.s.p. 10 1,25
1.56 c.8.p. 10 1.56

Solucidn Problema:

Diluir un volumen medido exacto de la solucidn --
del producto comercial Decadrén (solucidn de sul~
fato de neomicina y fosfato sédﬁco de dexametaso~
na, solucién oftdlmica) o bien algn otro produc-—
to equivalente que contenga Neomicina, con tampdn
de fosfato pH 7.9 hasta obtener una "dilucidn de

prucba” teniendo una concentracidn igual a la me-

dia de la curva patrdn (1 ug/ml).
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A no ser que se indique otra cosa, la solucidn of
tdlmica de sulfato de neomicina y fosfato sddico
de dexametasona comercial, contiene 3.5 mg. de --
neomicina por nml y 1.0 mg de fosfato de dexameta-

sonma por ml.

Ejecucidn de 13 prueba de difusidn:

fara los puntos de referencia 1, 2, 4 y 5 de la -
curva patrdn, equivalentes a las concentraciones

de 0.64 ugful, 0.80 ug/ml, 1.25 g/ml y 1.56 ug/ml,
se precisan para cada uno tres placas de ensayo -~
con seis cilindros cada una, es decir tres placas
para cada concentracibn, o sea, que en total son

12 placas con seis cilindros respectivamente. De
cada placa recfibranse tres cilindros con la con-~
centracidn de un punto base y tres con la concen-
tracién de referencia (concentracidn media de la

curva patrén) haciéndolo de forma alternada. De
esta wmanera se abtienen por cada punto base 9 va-
lores y 36 valores para la concentracidn media de

la curva patrdn.
Las placas se incuban a 32-35°C durante 24 horas.

Para la solucifn problema se emplean tres placas
de ensayo, de cada placa se recubren tres cilin--

dros con la soluciln prehlema diluida a la concen
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tracidn de referencia (1 ug/ml) y tres cilindros

con el punto medio de la curva pactrdn; haciéndolo
de forma alternada, por consiguiente se obtiene -
nueve valores para la sustancia problemas y nueve
valores para la media de la curva patrdn. Las --

placas se incuban a 32-35°C durante 24 horas.

Medicidn de las zonas de inhibicidn:

Retirense los cilindros de ensayo, después de la
incubacidn y midanse los didmetros de las zonas -
de inhibicidn en el aparato para la lectura de ~-

las z2onas de inhibicidn.
Evaluacign:
Calcllese:

-- el valor promedio de cada uno de los puntos -
de referencia (1, 2, 4 y 5) de la solucidn pa

trén y los llamaremos a, b, ¢ y d.

~-- los valores promedio de los nueve puntos de -
patrdn que tiemen la concentracidn media, pex

tenecientes a cada punto (cl CZ’ c3, CA ¥ cs).

~— el punto de referencia de la curva patrfn - —
{c = promedio de los 36 valores que contenian

la concentracifén media de la curva patrdm.



A continuacidn se corrige cada uno de los cuatro
puntos base. El factor de correccidn para el pri

mer punto base es igual a c-c Si este valor es

1°
positivo sGmese a a y si es negativo sustriigase

de a. De modo andlogo se corrigen el 2, & y 5 ——

punteos base de la curva patrdn.

VLcs puntos base corregidos y el punto de referen-
cia de la curva patrdén se anotan en un sistema de
covordaenadas senilogaritmico (concentracifn de la
sustancia inhibidora en escala logaritmica, didme
tro de las zonas correspendientes en escala arit-

mética) y la serie de puntos que se obtiene asi -

se une con la recta patrfn mejor posible.

La linearidad de las rectas de regresidn estd ase
gurada en el sector de concentracidn sefalado y -
bajo las condiciones experimentales definidas. La
inclinacibén de la recta patrdn mejor posible pue-
de fijarse, calculando el punto de referencia mis
bajo (L) y el mds alte (H) en la curva patrdnm, se

gln las ecuaciones siguientes:

+ 26 + ¢c - e H=3e + 2d + ¢ - a

L = punto base mis bajo calculado en la recta pa

erdn.
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H = punto base mis alto calculado en la recta pa-

a,b,d,e = diimetro corregidos de las zonas de in-
hibicién en promedio de los cuatro pun-—
tos has'e
¢ = didmetro promedio de las zonas de inhibici@n
de la concentracidn media de la curva patrdn

{(de 36 valores respectivamente),.

Siempre que el difmetro promedio de las zonas de

inhibicidn de la concentracidn media de la curva

patrdn en las tres placas de prueba que contienen
la solucidn problema (9 valores) no coincida con
el punto de referencia de la curva patrdn (prome-
dio de los 36 valores) se corregird coaveniente--
mente el valor promedio de los didmetros de las -
zonas inhibitorias de la solucidn problema. Si el
valer del patrén a la concentracidn media de la -
curva en promedio para las tres placas con proble
mas es mayor que el valor promedio del punto de -
referencia (promedio de los 36 valores) la dife--
rencia se sustrae del difmetro promedio de¢ las =zp
nas inhibidoras de la solucifn problema, si es ma

YyOor s5e suma.

El difmetro promedio de las zonas inhibidoras de

la solucidn problema asf corregido se¢ anocta en el
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sistema de coordenadas.

La actividad de la solucidn problema se lee direc
tamente en la curva patrén, el contenido en mg de
base activa de neomicina por ml. de la solucidn -~

del producto se calcula del modo siguiente:

mg de neomicina base por ml de solucidn = a.b

a = valor de la actividad en ug/ml de neomicina -
base en la solucibn problema tomado del dia~-—

grama de la curva patrdn.

b = factor de diluecidn (3500)

REGISTRO Y ORGANIZACION DE DATOS:

Anotar sus resultados en la siguicence forma y anexar la gri

fica con la curva patrdn (después de haber anotado en la paxr

s de la misma los cdlculos pertinentes).



REPORTE DE ANALISIS DE ANTIBIOTICOS

UNAM

Lab. de Microbiologia Farmac@utica Prdctica No.:
ANTIBIOTICO: NEOMICINA (BASE) CANTIDAD:
DETERMINACIONES: LIMITES: RESULTADOS:

Determinacifn de la activi
dad microbioldgica de Neo- 90-110% de la

wicina (Base) dosis aclarara. =——--—- —————
ANALIZO: FECHA:

OBSERVACIONES:

6. ANALISIS DE RESULTADOS Y CONCLUSIONES

De acuerdo a los limites proporcionados en la hoja de repor-
te de andlisis, el producto que usted analizd :Esti dentro -
o fuera de especificaciones? $i esti fuera de ellas la qué

causas atribuye el error?

- Sugiera otra forwa dec corregir la curva patrdn que no

sea la indicada en esta técnica.

¢Por qué se usa para cada antibidtico particular una cepa es
pecial ATCC? ;Qué significa ATCC?

iPor qué las placas de petri usadas para la prueba son prepa
radas con uuna base de 15 ml sin inocular y sblo 6 ml. para .-

la capa inoculada con el wticreorganismo?
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PRACTICA # &

PRUEBA DE ESTERILIDAD EN INYECTABLES

HETODO DE FILTRACION EN MEMBRANA

1. INTRODUCCION
La prueba de esterilidad es usada en la industria farmac@utri

ca para determinar si un articulo cumple los requerimientos

para ser e¢stérii. A continuacidn daremos una descripcifn ge

neral de los conceptos y principios involucrados en el con~~

trol de calidad de articulos gue deben ser estériles.

Dentro de la w8s estricta definicidn de esterilidad, un espe

cimen deberfa ser considerado estfril s8le cuando hubiera la

ausencia por completo de orzanismos viables en 1. Sin embaxr

go, esta definicidn absoluta no puede ser aplicada en la - -

prdctica a un lote entero de producto terminado debido a las

limitaciones de 1la prueba. La esterilidad de un lote ctigque~

tado como est&ril c¢std entonces defimida en términcs de pro-

babilidad donde la posibilidad de rtemer una unidad contamina

da del articulo es aceptablemente remota. El aseguramiento

de- la esterilidad puede ser establecido s8lo a través del

uso de ciclos de esterilizacién adecuados y subsecuente pro-

ceso aséptico, si se requiere, bajo las apropiadas pricticas
de buena manufactura y no por confianza finicamente en la - -

prueba de esterilidad. Los principies bisicos para la vali-
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dacidn y certificacidn de un proceso de esterilizacidn estin

enumeradas como sigue:

1)

2)

3)

4)

$)

Establecer que el equipo de procesec tiene la capacidad

de operar dentro de los par@metros requeridos.

Demostrar que los controles criticos del equipo y la --
instrumentacidn son capaces de operar dentro de los pa-

rdmetros descritos para el equipo de proceso.

Llevar a cabo repeticidn de ciclos representando el ran
go operacional del equipo empleando producto actual o -
simulado. Demostrar que los procesos han sido llevados
a cabo dentro de los limites prescritos en el protocalo
y verificar finalmente que la probabilidad de supervi--
vencia de microorganismos en los procesos feplicadca no

es mayor que la establecida en los limites.

Monitorear el proceso validade durante la operacidn de
rutina. Periddicamente como se necesite, recalificar -

y rectificar el equipo.

Completar los protocolos y documentar los pasos del 1 -

al 4 indicados anteriormente.

Los principios ¢ implementacidn de un programa para validar

un proceso asé@ptico son similares a la validacidn de un pro-

ceso de esterilizacidn. En un proceso aséptico los componen

tes

de l1a forma farmacéutica final son esterilizados separa-



damente y el articulo terminado es ensamblado e¢n una forma -

aséptica.

La validacidn de un proceso de esterilizacidm o de un proce-
s0 aséptico requiere un alto nivel de conocimiento en el ‘cam
po de la esterilizacidn y tecnologia dec dreas limpias. De -
manera de cumplir con los actuales limites (alcanzables y ~--
aceptables) en pardmetros de esterilizacidn, es necesario em
plear la aprepiada instruwmentacidn y equipo para comtrolar -
los pardmetros criticos tales como, temperatura y tiewpo, hu
medad y concentracidn de gas esterilizante o radiacidn absor

bida.

Un aspecto importante del programa de validacidn en muchos -

procesos de aesterili

acifn involucra el empleo de indicado-~
Tes bioldgicos., La valider y certificacidén del proceso de--
ben ser revalidados periddicamente, sin embargo, el programa
de revalidacidn no necesita ser necesariamente tan extensivo

como el pregrama original,

Es de la aceptacidn general que los articulos inyectables es
terilizados terminalmente o los equipos que se venden como -
estériles, cuando sonm procesados en la autoclave alcancen -~

Dy . . A -6
una probabilidad de microorganismos sobrevivientes de 10
P.ej. se asegura que hay menos de una posibilidad de un mi--

118n de que microorganismos viables estén presentes en el ar

ticule esterilizado o forma farmacdutica. En el caso de ayv-
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ticulos estables al calor, el objetive es, a menudo, exceder
considerablemente el tiempo critico necesario para alcanzar

la probabilidad de 10-6 de microorganismos sobrevivientes -~
{overkill). Sin embargo con un articulo donde una extensa ~
exposicidén al calor puede tener un efecto dafiino, puede no -
ser adecuado el empleo de este enfoque de sobreexceso. En -
este {iltimo caso, el desarrollo del ciclo de esterilizacidn

depende fundamentalmente en el conccimiento de la carga mi--
crobiana del producto basada en el examen de la misma, a tra
vés de un adecuado periovdo de tiempo, de un nfimero sustan— -

cial de lotes de producto antes de ser esterilizado.

£l valor D es el tiempo en minutos requerido para reducir la

poblacién microbiana en un 90% o en un logaritmo (p. ej. = -
fraccién sobreviviente de 1/10) a una temperatura especifi--
ca. Supongamos que el valor D de un preparado de un indica-
gor bioldgico 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

egtablecer que la letalidad aplicada fue d¢ 8 D. EL efecto

de aplicar esto al producto dependeria de la carga microbia-
na iniecial. Asumiendo que la resistencia a la esteriliza- -
cién de nueva biocarga es equivalente a la del indicador big
18gico, si la bieocarga del producto en cuestidn es de 102 mi
croorganismos, una letalidad aplicada de 2D reduciria la car

ga microbiana a I (100) y una letalidad adicional aplicada -
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de 6D daria una probabilidad calculada de 10_6 microorganis-
mos sobrevivientes (bajo las mismas condiciones, una letali-
dad aplicada de 12D podria ser usada para un enfoque tipico

de sobredosis). Ceneralmente la probabilidad de sobrevivien
tes alcanzada por el articulo bajo el ciclo de esteriliza- -~

¢cidn validado no esti completamente correlacionads con lo

que puede ocurrir con el indicador bioldgico, por leo que pa-

[

ra fines de validez, es esencial que la resistencia del ind
cador bioldgico sea mayor que la de la carga microbiana natu
ral del articulo 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 biolGgico.

En el ejemplo anterior, un ciclo de 12 minutos es considera-
do adecuado para la esterilizacidn si el producto tuviera --

: - 2 . < . .
una carga microbiana de 10° microorganismos, sin embargo, si

la carga del producto fuera originalmente de 106, entonces

con ese mismo ciclo tendriamos una probabilidad de encontrar

sobrevivientes de 10 . Este tipo de situaciones debe ser -
evitado mediante el monitoreo continuo de la biocarga porque

compromete seriamente la esterilidad del producto.

xisten cinco métodos principales de esterilizacidn terminal,
aunque desde luego los modernos desarrollos tecnoldgicos han
conducido al descubrimiento de procesos adicionales (por - -

ejemplo el moldeo por soplado, etc.)
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La eleccidn del proceso apropiado para una forma farmac8uti-
ca dnda.requiere de un alto nivel de conocimientos de las -~
técnicas de esterilizacidn y de la informacidn concerniente

a todos los efectos del proceso sobre el material a ser este

rilizado,

Les cinco mdtodos son:

- Esterilizacidn por vapor {(autoclave, t = 121°C)

- Esterilizacidn con calor seco (Horno, t = 250°C, de;pi{g
genizar}

- Esterilizacidn con gas (6xido de etileno)

- Esterilizacidn por radiacidn ionizante (gama y haz de -~ -
electrones)

- Esterilizacidn por filtracidn (filtros de 0.22 um)

Aunque es del conocimiento general que la esterilizacidn fi-
nal del contenedor lleno de una forma farmac€utica o de equi
po ya empacado es el proceso preferide para asegurar el mini
mo riesgo posible de contaminacifn em un lote, hay una clase
sustancial de productos que no son egterilizados terminal-
mente sino que son preparados a través de una serie de pasos

asépticos.

Un producto definido como asépticamente procesado es aquel -
en ¢l cual los componentes han sido esterilizados por uno de

log procesos descritos anteriormente v después ensamblado en

forma aséptica. Por ejemplo, el producte a granel puede ser
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esterilizado por filtracidn, los contenedores vacios pueden
ser esterilizados por calor seco, etc.; los requerimientos -

para un proceso aséptico estin principalmente dirigidos a:

a) un aire ambiental lihre de micdroorganismos viables
b) Personal operativo debidamente entrenadec y equipado
c) flujo laminar, presidn positiva y acabados sanitarios

en el drea

d) monitoreo continuo del &drea

Como se dijo al principio, debe reconocerse que la prueba de
esterilidad no puede detectar contaminacién microbiana si s8
lo estd presente en un pequefio porcentaje de los articulos -~
terminados del lote porque el nfimero especificado de unida--
des a ser muestreadas imponen una limitacidn estadistica sig
nificante sobre la utilidad de los resultados de la prueba.

Eso sin contar con los problemas que presenta la prueba en -
81, ya que existe la posibilidad de que los resultados posi-
tivos en la prueba, puedan ser debidos a fallas en las téeni
cas asépticas empleadas o contaminacidn ambiental durante el

andlisis.

Por lo anteriormente expuesto, el principal medio para afir-
mar que un lote de producto o de articulos terminados son eg
tériles, consiste en la documentacidn de l1a produccidn y el
récord de esterilizacidn del lote y los records adicionales

de validaci8n que garantizen que @l proceso de esteriliza- -
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cidn posee la capacidad de inactivar totalmente la estableci
da cargé microbiana del producto o bien de un reto mis resis
tente; mds afin, debe ser demostrado que todos los pasos del

proceso que imvolucran al producto expuesto antes de la este
rilizacidn son llevados a cabo de manera aséptica para preve

nir contaminacidn.

§i los datos derivados del proceso de manufactura, de la va-
lidaci6n y estudios del procesoc de esterilizacidn 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 rtesulta-
dos de 1a prueba de esterilidad de unidades terminadas toma-
das de ese lote), entonces los procedimientos para efectuar

la prueba de esterilidad pueden ser minimos o incluso pueden
eliminarse como anflisis de rutina. Sin embargo, asumiendo

que todos los criterios de produccidn arriba citados se han

cumplido, puede todavia ser deseable llevar a cabo la prueba
de esterilidad en muestras reducidas del lote de artfculos -

terminados.
Existen dos procedimientos para la prueba de esterilidad:

1) transferencia directa al medio de prueba y

2} técnicas de filtracién por membransa

La eleccidn del m&todo se hard de acuerdo a las caracteristi

cas del producto a examinar, el m&todo de filtracidn por mem
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brana es fitil al examinar muestras filtrables procedén:es de
recipientes relativamente grandes, asi como de productos fil
trables con actividad bacteriostitica o fungistdtica. Para

el examen de productos no filtrables tales como aceites, un-
guentos o cremas, 8¢ usard el método de inoculacién directa,
en ambos casos, seglin se requiera pueden usarse soluciones -

antibacteriostitica y antifungistfitica.

Debido a la diversidad en lz naturaleza de los artficulos a
ser probados el tamafio de 1z muestra depende del tamafio del
lote, del tamafio de unidad y del tipo de proceso utilizado -

(aséptico o esterilizacidn terminal).

La muestra a ser prohada se filtra usando el aparato de fil-
tracidn adecuado y las membranas se siembran respectivamente
en dos medios de cultivo: medio fluido de tioglicolato para
comprobar bacterias, obligada a facultativamente anaerobias

y medio de peptona de caseina y de soya para comprobar la --
presencia de bacterias y hongos aerobios y se incuban duran-

te 10 a 14 dias.

Para confirmar la esterilidad de cada lote de medio, se incy
ban contenedores representativos a la temperatura y durante

el tiempo eépecificado para la prueba.

P : s s
Para probar las cualidades para promocidn de crecimiento de
cada carga de autoclaveado de cada lote de medio, separada-

mente se inoculan los medios (cada uno) con organismos de ~
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prueba en suspensidn (siembra de mdximo 100 microorganismos)

¥y se incuban de acuerdo a las condiciones especificadas.

Si después del periodo de incubacidn los tubos inoculados -~-
con el producto ne presentan crecimiento, el articulo cumple
con los requerimientos de la prueba de esterilidad. $i se =
encontrara.creCimiento, se hard una investigacién para deter
minar si el andlisis fu& valido o no. §1 no se encuentra --
evidencia que invalide el primer anidlisis se repite la prue-
ba con el doble de muestras. Si me se obgerva crecimiento -
en esta etapa, el artliculo cumple cen los reguerimientos de
la prueba de esterilidad, si se observa crecimiento, #l re—-
sultado asi obtenido es concluyente de que el articulo no --

cumple los requerimientos de la prueba de esterilidad.
2. OBJETLIVOS

Establecer los métodos utilizados en la industria farmac@uti
ca para probar la asterilidad de los productos parenterales

de pequefioc y gran volumen, y equipos de venoclisis.

Esta pridctica describe ¢l procedimicento para 1a prueba de eg

terilidad por el método de filtracidn por membrana.
El alumno serd capaz de:

- efactuar la prueba de esterilidad por el método de fil-
tracién sobre membrane an un inyecrable de pegquefio volu

men y en uno de gran volumen.
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- recordar los fundamentos de flujo laminar

- manejar técnicas asépticas adecuadamente.

3. HIPOTESIS

Dado que esterxilidad significa auseucia total de microorga--—
nismos viables, entonces, si los productos analizados son es
tériles no se observard crecimiento en ninguno de los tuvos
con medio de cultivo. En el caso contrario, si leos produc--
tos no son estériles habrd crecimientoe en uno o ambos de los
medios de cultivo.

4. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

4.1. Materiales:
Aparato de filtracifn adecuado (p.ej. Sartoruis
o Millipore)
Filtros de 0.45 um. de porosidad
Sujetafiltros
Pinzas para filtro estériles
Bomba de vacie
Campana de flujo laminar
Incubadores

4.2. Rcactivos:
Los medios para la prueba pueden ser preparados -
como se describe o a partir de mezclas comercia~-
les desecadas, siempre y cuando al reconstituir -
de acuerdo a las instrucciones del fabricante, --
tengan las mismas propiedades de promecidn del --

crecimiento gue las férmulas agui enunciadas.
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Medio fluldo de tioglicolato

L-Cistina 0.5 gr.
Cloruro de sodio 2.5 gr.
Dex trosa 5.5 gr.
Agar 0.75 gr.
Extracto de levadura 5.0 gr.
Caseina digerida pancridticamente 15,0 gr.
Tioglicolate Jde scdio 0.5 gr.
Solucidén de Resazurina de sodio 1.0 gr.
Agua 1000.0 ml.

Esterilizar en autoclave durante
15 a 20 mins. a3 120°C

pH tras la esterilizacidn 7.1 + 0.2

Colocar el medio en recipientes adecuados de tal modo que la
mitad de la profundidad del medic no haya cambiade a color -
rosa al finalizar la inecubacidn. $i mds 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 bafio de vapor hasta que el color desaparezca. Cuan
do el medio esti liste para su uso, no mids de un décimo de ~

la profundidad del medio debe tener colar rosa.

Medio fluido de peptona de caseina y peptona de soya

Caseina digerida pancredticamente 17.0 gr.

Soya digerida coun napaina 3.0 gr.



Clorure de scdio 5.0 gr.
Fosfato de sodio dibidsieco ' 2.5 gr.
Dextrosa » 2.5 gr.
Agua 1000.0 ml.

Esterilizar en autoclave durante 15 a 20 mins. a 120°C

pH tras la esterilizaci&n 7.3 + 0.2

Solucifn tamponada de cloruro de sodio con adicifn de peptona

KH, PO, 3.56 gr.
NaZHPOA.12H20 7.23 gr.
Nacl 4.3 gr.
Peptona 1.0 gr.
Agua destilada o desmineralizada 1000.0 ml.

Se envasari en recipientes apropiados.

Tratamiento en autoclave a 120°C durante 20 minutos: pH = 7.
Empleo: para disolver sustancias s8lidas hidrosolubres f la-
var sustancias con actividad auntimicrobiana procedentes de -
filtros de membrana (Agentes de conservacidn, antibidticos,

quimioterdpicos).
4,3 Té&cnica

Preparacidn de la muestra

Como muestra elepir 20 ampolletas del mismo lote

de una marca comercial, de preferencia buscar ----
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unas cuyo principio activo no tenga propiedades -
antibacterianas, bacteriostidticas o fungistdci- -
cas, pues en tal caso, serd menester e¢l uso del -
inactivador rospectivo. Se agregard al medio, --
por ejemplo: para sulfamidas: dcido p-amino-ben--
z6ico (1% en solucidn tzmpdn de NaCl con adicién

de Peptona), para penicilina: penicilasa; para ce
falosporinas, B-~lactamasa., Se usard como muestra
también un parenteral de gran volumen. Se pﬁede

elegir frasco o hotella con solucibu salina, dex-
trosa u otra solucién (se necesitan por lo menos

10 recipientes de un lote).
tmpolletas:

En las ampolletas se traza unad ranura con un ins=-
trumento adecuade y antes de abrirlas se desinfec

o

la sumerficie exterior, por ejemplo con al--

cohol al 70% o con hipoclorito de sodio al 10%.

Una vez abiertas, el contenido se aspira con una

pipeta o jeringa estériles y se traslada al apara
to filtrador, Dependiendo de la naturaleza del ma
terial puede intentarse tambifn vaciar la ampolle
ta directamente al aparato de filtracidn en vez -

de usar la jeringa.
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Botellas de Vidrio:

Remueva la tapa externa y la retapa metdlica. Fla
mee el tapdn o disco de latex. E1 tapdn puede ~-

ser desinfectado con alcohol al 70% y secado al

aire antes de flamear.

Use un filtro de aire con aguja para romper el va

cfo. Deje el filtro en su lugar,

Inserte un equipo de transferencia esté@ril en el

orificio de salida del tapdn.
Bolsa de Pl3stico:

Remueva la sobreenvoltura y el protector e inser-

te el equipo de administracidn.

Instrucciones genecrales:

Volfimen de muestra:

Contenedores con 100 ml. o menos: filtre el con-
tenido entero de todas las unidades indicadas
Contenedores de 100 & 500 ml: filtre el contenido
entero de las unidades indicadas.

Contenedores con mwis de 500 ml: filtre al menos -

500 ml. de solucidn.



Técnica aséptica:

Se deberi usar estricta técnica aséptica durante

todos los procedimientos. La prueba debe ser rea
lizada en una campana de flujo laminar. Los ana-
listas deberin usar cofia y uniforme limpio o ba-
ta asignada para uso exclusivo de la prueba de es

terilidad.

Se deberin usar guantes estériles asi comoe cubre-

bocas.

Countroles negativos:

Se¢ incubard un tubo de cada medio a la temperatu-
ra adecuada y durante todo el tiempo que dure la

prueba para verificar la esterilidad dal medio,

Se filtrard una muestra de un lote de ruferencia
(cuya esterilidad est@ comprobads) usando una nmem
brana estéril y el aparato de filtracién, asil co-—

mo las soluciones de enjuague, €sto es con la fi-

idad de werificar ta td@enica seguida.

Se checarda la no existencia de gérmenes en el ai-
re del cuarto, sobre todo baje ¢l flujo laminar,
mediante el uso de placas de exposicidn en los si

tios estratégicos.



Cada carga de medio autoclaveado se probarid para
verificar su capacidad de promocidn de ecrecimien-
to, inoculando por duplicado tubos de cada medio
con 10 a 100 microorganismos viables de cada una
de las cepas que se citan a continuacidn en la si

guiente tabhla:

Incubacidn
Medio Microorganiasmos de prueba Temp. Condiciones

Tioglicolato Bacillus subtilis ATCC 6633 30~35°C Acrobias

C. albicans ATCC 10231 30-35°C Aerobias

B. vulgatus ATCC8482 30-35°C Aerobias

Soya-Caseina Bacillus subtilis ATCC 6633 20-25°C Aerobias

C. albicans ATCC 10231 20-25°C Aerobias

Ejecucidn de la Prueba:

Las siguientes instrucciones son para el equipo
Sartorius y Millipore. Haga los cambios apropia-

dos para equipo de otros proveedores, se usardn

memhranas de C.45 um de luz de poro.

Coloque el manifold esterilizado en la campana de
flujo laminar y remueva las cubiertas de las en--
tradas de vacio, apriete loma filtros de aire de -
las vdlvulas de 3 vias. Conecte la manguera de -
vacio. Inspeccione si no existen membranas rotas

o membranas fuera del O-ring. Remplace aquellas
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que presenten defecto.

Aseglirese que cada uno de los vasos de filtracidn
estdn firmemente adheridos a la base del sostén -
del filtro o apriftelos cuidadosamente en caso ne

cesario.

Si se usan equipos con aguja para la transferen--
cia de la muestra, desinfecte los protectores de

gema de la aguja con el desinfectante adecuado, -
permita secar e inserte la aguja en el tapdn de =
la botella o en puerto de entrada de la bolsa, -~
cuélguela invertida y abra la llave (o pinza) del
equipo de transferencia, cuando el filtro esté --
completamente mojade, preanda el vacYo 2 ne nis de

lvulas del manifold.

2.0 bar y abra las

Para el caso de contenedores gue contengan menos
de 100 ml., vacire ¢l contenido enteroc de no menos
de 20 recipientes (ampolletas) por membrana o mi-

tad de menbrana.

En el caso de contenedores de mis de 500 pl., - -
asépticamente transfiera no menos de 500 ml. de -~
cada uno, por cada membrana o mitad de membrana -

usados (usar 10 recipientes).

En cada c¢aso después de filtrar el contenido re--
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querido, se enjuaga

100 ml. de sclucién

cidn de peptona.

Corte la membrana a
da) usando tijeras
ra una mitad de la
tioglicolato en un
segunda membrana &a

na en otro tubo de

Dependiendo del tamaiio del

el f£iltro con un minimo de --

tampdn de fosfatos con adi- -

la mitad (si sdélo una es usa-

estériles y pinzas. Transfie-~

membrana a 100 ml. de medio de
tubo de ensayo., Transfiera la
100 ml. de caldo de soya-casef

ensayo.

tubo de ensayo puede

requerirse mayor cantidad de medio.

Aseglirese de que el
apropiada y adecuad
una zona anaerdbica

glicolato.

Incubacién

Medio flufdo de tio
nos de siete dias.
Caldo de soya-casei

siete dias

Interpretacidn:

Despu@s del periodo

filtro alcance la inmersidén -

a profundidad para mentener

en el caso del medio de tio--

glicolato: 30 a 35°C por no me
20 a 25°C por no menos de

na:

de incubaci8n, examine los tu
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bos para evidencia de crecimiente de microorganis

mos
Prueba negativa:

Definicidn: No hay crecimiento, no existe turbi-

dez en los tubos inoculados.

AcciBn: El articule probade cumple los requeri~--—
mientos de la prueba de esterilidad y puede ser -
liberado, si todos los otros criterios (anal qui-

mico, etc.)cumplen

Prueba positiva:

Definicidn: Crecimiento evidenciado por la apari
cidn de turbidez en los tubos inoculados.
Aceifn: Si sé encuentra crecimiento microbiano -
pera despu€s de una revisidn del monitoreo del --
area, de los materiales usados, del procedimiento
de prueba y de las controles positivos ¥y negati--
ves que indiquen que los medios o la té&cnica fue
inadecundz, tntonces el primer anilisis se consi-
derard invdlido y puede ser repetido. Si se ob-—
serva crecimiento pero na hay evidencias que inva
lide el primer andlisis, se procede a efectuar un

segundo andlisig que se considerard camo reprueba.

El tamafio de la muestra es como minimo el doble -~
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de la primera vez,

Los vol@imenes minimos probados de cada artfcule y
los medios y los periodos de incubacifn son los -

mismos que los indicados para el primer anilisis.

Si despufs de efectuar el andlisis de reprueba no
se encuentra crecimiento, el articulo probado cum
ple los requisitos de la p;ueba de esterilidad. -
Si se observa crecimiento, el resultado asi obte-
nido es concluyente de que el articulo no cumple

los requerimientos de la prueba de esterxilidad., -
Sin embargo, si puede ser demostrado que el segun
do anilisis (reprueba) fue Invalido a causa de fa
lla en los medios o bien por el inadecuado uso de
una técnica aséptica al realizar la prueba, enton
ces el scgundo anilisis (reprueba) puede ser repe

tido.

REGISTRO Y ORGANIZACION DE DATOS:

Registrar los datos en la siguiente forma:



REPORTE DE PRUEBA
DE ESTERILIDAD

UNAM

Lab. de Microbiolo-

gia Farmacfuctica Practica No.:

PRODUCTO: CANTIDAD:

DETERMINACIONES LIMITES RESULTADOS
Esterilidad Cumplir, pasar la prueba —-=ce—w-
ANALIZO: FECHA:

6. ANALISIS DE RESULTADOS Y CONCLUSIONES:

De acuerdo a los requerimientos de la prueba de esterilidad
el producto que usted analizd (pasa o no pasa la prueba? En

caso de que no pasara la prueba d& una explicacién.

LPor qué cree usted gue la prueba de esterilidad sea tan Jm-—

portante en un producto inyectable?

- Explique en sus propios términos qué es el valor D

- Explique el funcionamiento de una campana de [lujoc laminar

tCudnto es el nidmero de particulas permitidas bajo flujo lami
nar?
¢Porqué es importante el tamafio de poro de los filtros usados

para la prueba de esterilidad?.
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PRUEBA # 7

DETERMINACION DE PIROGENOS. PRUEBA USP EN CONEJOS.

DETERMINACION DE PIROGENOS FEN UN EQUIPO DE VENOCLISIS

1. INTRODUCCION:

Pergpectiva Higtdrica.

La primera infusidn intravenosa registrada fue administrada

per el Dr. Thowmas Lastta de Edimburgo, durante 1la epidemia -
de c8lera de 1832, Con atenciln constante y frecuentes infu
siones salinas, el Dr. Latta logrd salvar las vidas de cinco
de quince victimas del cdlera, Este triunfo dramitico, com-
parado con remedios ante viores, asegurd el futuro para la te
rapia de infusidn de fluidos. Los primeros practicantes de

la terapia de infusidn observaron que el tratamieuto general
mente iba acoupafiado de una reaceidn febril caracteristica -
en sus pacientes. La reaccidn febril se desarrolla dentro -~
de los 30 wminutos a 2 horas despuds de la inyeccidu y consis
tia en escalefrios seguidos de fiebrc con 3lfas temperaturas

persistente por varias horas.

Las respuestas febriles fuercn tan cominmente asociadas con
la terapia de infusidn que algunos de los primeros trabajos
de investigaciBn versaban sobre la idea de deliberadamente -

producir respuestas febriles por medio de la infusidn para -
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roducir "piroterapia"” en el tratamiento de enfermedades ta-
P P p

les como artritis y sifilis.

En 1875, Sir Jchn-Sanderson, profesor de Fisiologia en el -~
University College London fue el primero en usar el t@rmino
"pirSgeno" pars describir la sustancia causante de la fiebre
que se encontraba en los fluidos intravenosos. Burdon-San--
derson cvidentemente se did cuenta que los pirdgenocs pedian
ser de origen microbiano dado que su articulo escrito en =-
1876 y titulado "accrca del Proceso de la Fiebre” planteaba
cuestiones acerca de si los microorganismos o sus productos

eran los responsables de producir la fiebre. Los primecros
trabajos significativos sobre los pirSgenos en soluciones --
fueron conducidos por Hort y Penfold en 1911, Estos invesci
gadores inyectaron agua recientemente destilada en hombres y

animales y no encontraron cambios perceptibles en la tempera

tura,

8in embargo, si la misma agua era inoculada dentro de conte-—
nedores no estériles v se le dejiaba permaunecer por cierto bE
riodo de tiempo y reinyectada en hombres y animales, apare--
cian reacciones febriles. Ellos concluyeron que la sustancia
denominada "pir8geno” era un producto asociado con las bacte
rias, pero no con los cuerpos de las mismas pucsto que nin--—
gun proceso de autoclaveado, hervide o filtrado podia elimi-

nar la sustancia pirogénica de] agua.
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Definicidn de Pirdgeno:

Ahora nosotros sabemos que los pirdgenos son verdaderamente
de origen bacteriano. Son lipopolisacaridos localizados en
la pared celular de las bacterias gram-negativas donde acom
plejados con lipides ¥y proteinas forman la membrana externa
de la c&lula. Los lipopolisacaridos consisten de tres regio
nes de contraste quimico y propiedades bioldgicas. El polisa-
carido especifico O (Regidn I) contiene la especificidad sero-
ldgica principal y estd unido al polisacarido niicleo (Regidn
II) la cual es comiin en los diferentes grupos de bacterias.
El niicleo estd ligado al componente lipido (Renglén III) a -~
través de un trisacarido, el componente lIpido es llamado 1%
pido 4 y es responsable de yna amplia variedad de actividades

bioldgicas.

Las bacterias pueden causar enfermedad ya sea por invasidn,
esto es mediante ataque y dafio a las c@lulas del huésped, o
bien por toxogenicidad, o sea formundo toxinas que envenenan

las cBlulas hudsped.

Con respecto a lo primero, se conoce relativamente poco acer
ca de los factores involucrados a nivel molecular 'y del que =~
por qué ciertas bacterias muestran tan alta selectividad ha-
cia el tejido que invaden. Indudablemente varias defensas -
del hu@sped, incluyendo inmunidad y la integridad de los te

jidos estd@n parcialmente involucrados,
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Se cecmocen algunas bacterias que liberan sustancias tales cg
mo hemosinas, leucocidinas, coagulosas, quinasas y hialuroni
dasa, las cuales pueden contribuir a promover la invasién. -
Aunque estas substancias son elaboradas por las bacterias y

ejercen profundos efectos sobre el hu@sped, no son usualmen-

te consideradas como toxinas bacterianas clidsicas.

Las toxinas bacrerianas incluyen "exotoxinas" y "endotoxi- -
nas". Las exotoxinas son protéinas producidas por algunas -
bacterias Gram—positivas y ciertas especies de Gram-negati--
vas y que eventualmente son liberadas hacia sus alrededores.
L;a exotoxinas representan algunos de los mis potentes vene-~
nos conocidos. Por ejemplo se ha calculado que 200 gr. de -
toxina del botulismo tipo A son suficientes para matar a la

poblacidn entera de todoe el mundo, unm microcgramo matarfa - -
200,000 ratones blancos. Las exotoxinas son muy especificas
en sus acciones. Muchas son neurotoxines o causan necrcsis

calular, son antig€nicas y cuando son tratadas con formalde-

"in vitro! su toxicidad es eliminzde wicntros que su dn

€.
I
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rr
o
%
G
o
o
r

ivauni
zantes enh seres humanos proporcionando preteccide duraders -
en contra de las toxinas bacterianas. A eunitinuacida wmencig
namoes unos pocos de los mds importantes microcrganismos pro-

tas

:nfermedades que pro

ducin:
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Clostridium botuliﬁum (Botulismo), Clostridium tetani (Teta~
ni), Clostridium perfringens (gangrena gaseosa), Corynebacte
vium diphtheriae (difteria), Streptococcus pyogenes (fiebre -
escarlatina), Pausteurella pestis (Peste) y Shigella dysente

riae (Disenterfa bacilar).

Las endotoxinas se encuentran en las bacterias Gram-negati--
vas y estdn asociadas con, o son id@énticas a, los lipopolisa
caridos presentes en la envolrura de la ctlula. A diferen--
cia de las exotoxinas son estables al calor y son menos po--—
tentes y menos especificas en sus acciones, uo forman toxoi-
des (son pobres agentes inmunizantes) y no son liberadas a -
menos que la integridad de la cé&lula seca mecidnicamente o qui
micamente destruida. Las endotoxinags producen fiebre y se -
cree son responsables de secuelas irreversibles algunas ve--
ces (p.ej. shock endotdxicos o séptico) en infecciomes seve-
ras de Gram~negativos tales como Enterobacteriaceae y otros.
Mucho de la influencia de endotoxinzs partece depender de la

cantidad que se libere de ellas.
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COMPONENTES QUIMICOS DE LAS PAREDES CELULARES DE

BACTERIAS GRAM-POSITIVAS Y GRAM-NEGATIVAS

Gram~Positivas

GCram-Negativas

Aminodcidos

Tres o cuatro de los
principales aminodci

La mayoria de los
aminoicidos encon

nen sulfuro.

dos, incluyendo ala- trados en las pro
nina, dcido glutimi- teinas comunes, -
co y lisina o dcido incluyendo dcido
aromiticos. Aminod- diaminopimélicao.
cidos que no contie- .

Acido Mura@mico Presente

Presente

Lipidos

10-20%

Polisacaridos

15-20%

ALGUNAS DIFERENCIAS ENTRE

LAS BACTERIAS GRAM-POSITIVAS

Y GRAM-

NEGATIVAS

—

Gram-Positivas

Gram-Negativas

Gontiene Tibonucleato dc
sio

Muy sensitiva a los colorantes
trifenilmetano (ej.violeta - -
crystal)

Sensible a la peniciliaa

magne

No se disuclve en 1% HKOH

Punto iscoeléctrico aparente -—=—
pH2-3

Bacilos formadores de esporas,
muchos cocos (lactobacilus y -
Corinebacerias)

Toxinas (si hay): exotoxinas -

No contiene ribonucleato
de mg-.

Menos sensitiva a los colo
rantes de tintes trifenil-
metano

Sensible a la estreptomici
na

Se disuelve en i%Z KOH
Punto isoelfetrico aparen-
te pH4-5

La mayorfa bacilos no for-
madores de esporas, <spiri
los, algunos cocos.
Toxinas: endotoxinas
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CARACTERISTICAS GENERALES DE

EXOTOXINAS Y ENDOTOXINAS

Caracteristica Exotoxina Endotoxina
Fuente Predominantemente pe- | Principalmente —
re ne exclusivamente, liberadas por la
excretadas por algu-- | pared celular de
nag bacterias gram-po | las bacterias --
sitivas gram-negativas
Naturaleza Quimica |Proteinas Lipopolisacari-~
dos
Sensibilidad sl ca |Fdcilmente inactiva-- | Resistentes in--
lor das a 60 - BO°C cluso al autocla
veado
Tropiedades inmunold | Es fdcilmente conver- | Ho se forman to-
gicas tida a toxoide, £4cil { xoides neutrali-
mente neuvtralizada -- zacifdn ausente o
por la antitoxina mis diffcil de -

alcanzar con an-
titoxina

Dosis letal

Pequenisima. Entre - | Usualwmente mis -
los mds potentes vene | grande que la de
nos conocidos la mayoria de --

las exotoxinas

Accidn farmacoldgi
cas

Generalmente especifi | Efectos varios,
ca para unp tipo parti { fiebre intensa,
cular de cé&lnla o ter jprincipalmente -
Linacifn rarviosa sintomas de - -

shock geavralizz
do.

Resumiendo pues,

gram-negativas y son

los

pirdgenos son endotoxinas de bacterias -

sustancias nocivas, muy dificiles de eli

minar ya que incluso resisten la esterilizacidn. La finica ~-

forma de controlarlas

es mediante el mounitoreo de 1la biocarga
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de las soluciones parenterales.

Las endotoxinas de la membrana externa de las bacterias gram-
negativas son la principal fuente de pirSgenos por lo que las
soluciones parenterales y los equipos intravenosos deben es--

tar libres de ellas.

Prueha del Consejo USP:

La pirogenicidad, o fibre producida por la actividad de los
lipopolisacaridos, fue primeramente usada por Florence Sei--
bert en 1923 como un método para detectar lipepolisacaridos.
Seibert usd el conejo cowmo animal de prueba y fue la primera
en sugerir que todos los fdrwmacos debian ser probados para -
determinar la presencia de pirdgenos por medio de monitoreo
de reacciones febriles en conejos inyectados con dichos pro-
ductos. La primera produccidn comercial de parenterales de
gran volumen comen2d a principios de los afios 30's con elad-
venimiento de la Segunda Guexra Mundial. La demanda por la
terapia intravenosa Jde gran velumen empezd a llamar la aten-
cidén hacia los problemas da lecr nirdfgenos vy la necesidad de
una prueha oficial que asegurara la ausencia de pirdgenos en
las preparaciones intravenosas. A principios de los cuaren-
tas se llevd a cabo un estudio en colaboracibn de la Food -~
and Drug Administration, el National Institute of Health y

14 compafifas farmac@uticas. Como vesultado de este estudio

se incorpord la primera prueba oficial de pivégeuncs por cong
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jo en la doceava edicidn de la USP en 1942.

La prueba consiste en la inyecciBn intravenosa de la solu-—-
¢idn a ser probada en los conejos bajo condiciones especifi

cas y el subsecuente registro de sus temperaturas.

Durante mis de treinta afios la prueba de inoculacidn intrave
nosa en conejo Efué el dnico procedimiento confiable para la
determinacién de pirdgenos, que era descrita en todos los --
formularios internacionales. En general, la prueba ha sido
muy Gtil y, a pesar de la elaborada naturaleza de la prueba,
su alto costo, problemas de ejecucid®n y la variabilidad ca--
racteristica de todos los sistemas biolbdgicos, sigue siendo
ain la dnica prueba vilida oficialmente parala mayoria de =

los productos parenterales.

2, OBJETIVOS:

Describir el m@todo de determinacidn de pirdgenos por cone-=-

jo. E1 alumno serd capaz de:

- Determinar la pirogenicidad a un equipo usando le m&to-

do USP

- Adquirir experiencia en el wmanejo de animales de labora
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torio.
- Entender la definicidn de "pirdgeno” y las razones por -
las cuales todas las soluciones y preparados parentera--

les denbe.. estar exentos de ellos.
3. HIPOTESIS:

La prueba en conejo USP consiste en inyectar un volumen pres
crito de solucidn intravenosamente dentro de la vena margi--
nal de la oreja de conejos y observar la temperatura de los

conejos por medic de termopares rectales durante las tres ho
ras siguientes a la inyeccidn. §i la solucidn inyectada con
tiene pirBgenos, se obscrvard un incremento en la temperatu-
ra de los conejos. Si la solucidn estd libre de pirdgenos =~

no se observard incremento de rtemperatura en los conejos.

4. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL:

4.1 Materiales:
Jeringas despirogenizadas
Agujas no pirogénicas
Materiai de vidrio limpio y despirogenizado
Registrador de temperatura automdtico (Kave Diges-—
trip)
Termopares para conectarlos al registrador
Cepos. de madera o de acero inoxidable para los co-
nejocs

Bafio maria para calentar la solucidn
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Reactivos:
Agua destilada no pirogénica

Solucidn salina 0.97 no pirogénica

Té€cnica:

Animal de prueba:

Use conejos maduros, saludables, que pesen no me--—
nos de 2.2 kgr. los conejos deberdn tener periodos

de descanso entre pruetas de por lo menos 72 'hrs.

Si cualquier animal ha sido usado para una prueba

anterior de pirdgenos que haya dade como resultado
una respuesta en su temperatura de 0.6°C o mids, el
animal no puede ser usado hasta después de un pe--—
riodo de descanso de dos semanas. Cuando una muesg
tra bajo prueba haya resultado pirogénica todos --
los animales usados durante la prueba de esa mues-—
tra deberdn tener un periodo de descanso de dos se

manas.

Calibracidn del repistrador de temperatura:

El aparato registrador deberd ser calibrade men~ -~
sualmente a tres temperaturas comntra un termdmetro
certificado de la DGN, el cual haya sido conectado
a vn bafio de temperatura comstante equipado con un

regulador que perwita una diferencia de 0.01°C. -
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Los termopares o hulbos de resitencia son sumergi-
dos dentro del bafio de modo que no toquen los la~--
dos © el fondo, a una profundidad estindar de 9 -~
12 em. Una variacidn de + 0.1°C con respecto al -

termémetro de la DGN es aceptable.

Un termopar que tenga una diferencia de + 0.2°C de
variacidn debe ser reemplazado, Checar los termo-
pares a 37°C, 39°C y 41°C. 'Los termopares también
deben ser checados para determinar que la lectura

mixima es alcanzada en menos de 5 minutos.

Calibracidén de los hornos y bafios de agua:

Monitoree el howrno despirogenizador y ¢l bafio de -
agua para calentar botellas, diariamente con un =--—
termémetro o termopar que haya sido calibrado con-
tra un estindar de la DGN. La temperatura del hox
no despirogenizador debe alecanzar un minimo de - -
250°C. La temperatura del bafio debe ser de 37°C +

1.0°cC.

Despirogenizacidn del eguipo:

Coloque las jeringas, agujas y material de vidrio
que se vaya a usar para la prueba e¢n un horno a --
250°C por no menos de 3C mins. Registre la tempe-

ratura del hormo y =1 periodo de riempo que el - -~
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equipo estd en el horno (también pucden usarse je-
ringas y agujas desechables estériles no pirogéni-

cas).

Cuidado de los bulbos y termopares:

Después de cada uso los termopares o bulbos se lim
pian primero con pafivelo desechable para quitar el
material fecal, despuds se limpian con una franela
saturada con jabdn y agua y finalmente se limpian

con alcohal al 70% (etanol o isopropanol).

Preparacidn de la muestra:

El equipo de venoclisis que va a ser analizado se

llena con solucién salina o agua destilada (no - -
exceder 40 ml) tan completamente como sea posible,
cuidando de no tocar las superficies externas, so-
bre todo s8i el equipo s8lo tiene superficies inte-
riores esterilizadas (ver el marbete). Deje perma
necer la solucidn por lo menos una hora a tempera-
tura ambiente 15~30°C o 15 minutes a 37°C. Drene

el equipo sobre um vaso de precipitados despiroge-~
nizado ¥ si es necesario caliente la solucifn a —-
ser probada en un bafic de temperatura constante el
tiempo suficiente para asegurar una temperatura de

35-39°C al wmomento de la inyeccidn.
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Preparacidn de los conejos para la prueba:

Se colocan tres conejos en los cepos, uno ensegui-
da de otro. Los bulbos de resistencia o los termo
pares se cubren con vaselina y se insertan de 7.5
a 10 ecm. dentro del recto de los conejos y se ase-
guran con cinta adhesiva o equivalente (de por lo
menos 1/4%" de ancho o bien puede ponerse un list8n
y amarrarlo al rabe de los donejbs. Se debe tener
cuidado en la insercidén de los termopares. Si el
conejo parece particularmente nerviose o si se no-
ta una respuesta pirogénica, la posicién del bulbo
debe ser checada dado que los bulbos o termopares
son delicados y por lo tanto deberZn ser tratados

en forma delicada y no brusca.

Periodo de estabilizacidn:

Se permitird estabilizar a los conejos por lo me—-—
nos 30 minutos antes de que empiece la prueba. Se
mide la temperatura de los conejos despufs de que
se haya coumpletado ol periodo de estabiliracidn y
se registra. S6lo aquellos conejos cuya temperatu

ra inicial sea de 38.9 - 39.8°C deben ser usados.

Inyeccidn de los conejos:

Cada animal es inyectado dentro de los 30 winutos
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siguientes a los que la temperatura inicial fue re

“gistrada. Para iluminar las venas se puede usar -~
una l3mpara a contra luz, el sitio de inyeccidn es
desingectado con alcohol al 70X (etanol o isopropa
nol). Se deben lavar las manos con agua y jabdén -
antes de preparar la muestra para la prueba, si se
usan guantes para manejar los conejos, removerlos

antes de lavarse las manos.

A continuacién se inyectan 10 ml de muestra (sclu-
cidn salina proveniente del equipo) por cada kilo-
gramo de peso del comejo intravenosamente en la ve
na marginal. La velocidad de inyeccidn debe con--—
trolarse de tal manera que la inyecci8n total de ~
la muestra no tarde menos de 2 ni mds de 10 minu--

tos.

Registro de temperaturas:

Las temperaturas son registradas en la carta del -
Digestrip y se imprimen on los siguientes periocdos:
1, 1 1/2, 2y 3 horas despuls de la inyecciBn. §i
uno de log termopares rectales es rechazado por un
conejo en uno de los momentos de registro, esperar
aproximadamente cuatro minutos despus de recolo--
carle el termopar al animal antes de leex y regis-—

trar la tewmperatura del conejo. Esto  le dard
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tiempo al conejo para recuperarse de la hipotermia
inicial. La temperatura inicial y el miximo cam~-
bioc en la temperatura (hacia arriba o hacia abajo)
ge anota tamhi&n en la tarjeta histdrica del cone-
jo, asf como el lote, nombre de la solucidn/equipo

probado.

Interpretacidn de resultados:

La temperatura control tomad; anies de la inyec- -
cidn 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 w&s de un conejo muestra un incremen
to de 0.4°C o md3s., NInglin conejo mues-
tra un incremento de 0.6°C o wds y la ~
suma de los tres conejos es menor a - -
1.2°¢C

Cualquier conejo individual muestra un

incremento de 0.6°C o mis

Dos conejos muestran cada uno un incre-~
mento de 0.4°C o =mds

La suma de los tres conejos es de 1,2°C
o mis

Dispoaicién

Pasa la prueba

Repetir la prue-—
ba en 5 conejos
adicionales

Repetir la prue-—
ba en 5 conejos
adicionales

Repetir la prue-
ba en 5 conejos
adicionales
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5, REGISTRO Y ORCANIZACION DE DATOS:

Anote las temperaturas de los conejos en la tabla siguiente:
el reporte de prueba de pirdgenos constituye el ré&cord origi
nal, ios datos del Kaye deben ser pasados a este formato, --
aunque las grdficas del Kaye deben ser guardadas como parte

del récord original.
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UNAM
Lab. de MIcrobio-
logia Farmacé&utica

DE PRUEBA DE PIROGENOS

CONEJO

Prictica No.

NOMBRE DEL PRODUCTO:

T=1 Hr. T=1

1/2 hr

T=2 Hr

T=3

Conejo No.

Tr. inicial
Diferencia T_ - T.
n i
Peso:
PDosis (ML)

Tnyectadas

Tiempo iny.:

Conejo No.

[f. inicial
Diferencia T - T,
n i
Pesgo :

Dosis (ML)
Inyectadasz

L iempo int.:

Conejo No.

T. inicial
Diferencia T _~- T.
[Peso:

Dosis (ML)
Inyectada:

Tiempo int.:

ANALIZO:

FECHA:

RESULTADO: PASA ()

REANALISIS

{

)

NG PASA

(

PVACTIONES:
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6. ANALISIS DE RESULTADOS Y CONCLUSIONES:

tQué es perogeno?

(A qué se debe gue se eleve la temperatura en los conejos
y en las personas conr los perogenos?

({Qué lo ocasiona?

(Cudl es la razdén de esperar 30 minutos antes de tomar la --
temperatura inicial a los conejos despfies que se les ha colg

cado los termopares? -

¢{Cudl es la razbn de poner a los conejos en un cepo?

¢E1l equipo que usted anmalizd pasa o no pasa la prueba? Por

qué?
¢Porqué al preparar la muestra y ser llenado el equipo con

solucidn salina se deja reposar durante una hora?

(Porqué se tiene que calentar la solucién de prueba a 35~39°

C. antes de inyectarla a los conejos?

}Qué cuidados cree usted gue deban de tenerse para el drea -

de pruebas en el momento en que &sta es efectuada?
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PRACTICA # 8 _

DETERMINACION DE PIROGENOS. PRUEBA DEL
LISADO DE AMEBOCITOS DE LIMULUS
PROCEDIMIENTO POR DENSIDAD OPTICA
RMINACION DE PIROGENOS EN SOLUCION SALINA AL 0.97%

1. INTRODUGCION:

La prueba del lisado de amcbocitos de Limulus es reconocida
en la literatura como el método mis sensitivo y conveniente,
actualmente disponible, para detectar endotoximas bacteria--
nas, las cuales son la causa prineipal de la pirogenicidad.
Por esta razdn la prueba tiene gran utiiidad como una herra-
mienta de control de calidad de los productos parenterales y

de equipos,

La prueba del lisado de amebocitos de Limulus (LAL) estd ba-
sada an el mecanismo de coagulacidn del cangrejo herradura,

Limulus polyphemus. Cuando el cangrejo es herido la exposi--

cidn a bacterias gram negativas y sus endotoxinas oacasiona -
que sus cé&lulas sanguincas, 1luamadas ameboucitos, se agreguen
para formar una cadena en torme a2 la cual se forma un gel --

protéico.

La prueba de LAL usa extractos de estas c&lulas para efec- -

tuar la determinacidér de endotoxinas.

Limulugs polyphemus, el cangrejo herradura de Norteamerica, -



187

forma parte de umn grupo de ardcnidos marinos que se encuen—-—
tran a lo largo de las costas occi-entales del Ocedno Atlin-

tico, Pacifico e Indico. Es un artrdpodo muy antiguo aparen

temente emparentado con los trilobites.

La coagulacidn intravenosa en el cangrejo herradura fue re--
portada por primera vez por Loeb en 1902, En 1956, Frede- -
rick Bang, hizo un reporte muy completoe acerca de una enfer-~
medad que atacaba al cangrejo herradura la cual terminaba en
una coagulacidn vascular total y la muerte del cangrejo. La
muerte ocurria miAs bien debido a la coagulacidn intravascu--
lar que por infececidn sistémica. Pero no fue sino hasta - -
1964 que Levin y Bang demostraron que la etiologfa de esta -

enfermedad era una endotoxina.

En 1968 Levin y Bang encontraron que la reaccidn de coagula-
cidn era debida a una reaccidn enziwmdtica para la que se re-
queria la presencia de endotoxina y proteinas gelificantes -

encontradas en los amebocitos circulantes.

En 1971 Cooper, Levin y Wagner publicaron los resultados de
sus estudios usando lisados para detectar endotoxinas en ra-
diofdrmacos, En subsecuentes trabajos de Cooper y de otros
investigadores se comprobd la confiabilidad de la prueba, --
asi como se extendid su uso para detectar endotoxinas em una
amplia variedad de productos parenterales. Nuevos usos para

la prueba del lisado se demostraron en trabajos llevados a -



cabo por diferentes investigadores (Levin, Reinhold, Liehr,
Yin, Nachum y Jorgensen) quienes confirmaron la eficacia de
la prueba para detectar endotoxinas en diferentes fluidos --

del cuerpo.

Levin y Bang fueron los primeros en sugerir que la reaccibn
de gelacibn en presencia de endotoxina del lisado de ameboci
tos de Limulus era iniciada enzimiticamente. El mecanismo -
de reaccidn involucra la activacidn de una enzima pro-gela--
cifn presente en el lisado y la cual es activada por endo~ -
toxinas bacterianas en presencia de iones divalentes de cal-

cio.

Esta enzima una vez activada cataliza el rompimiento hidrolf
tico de proteinas coagulables del lisado, llamadas coagulfge
nos dando lugar a subunidades polipeptidicas, dos de las cua

les se combinan para formar upa matriz protéica (Gel).

La naturaleza quimica del coagulfgeno y sus subunidades geli
ficadas fueron extensamente estudiadas tanmto en Limulus poly
phemus como en Tachypicus tradentatus {una especie de cangre
jo herradura encontrado en el mar del Japdn el cual tiene la
misma respuesta ante las endotoxinas que el cangrejo Limu- -

lus).

En el Limulus el polipéptido coagulSgeno estd compuesto de ~
aproximadamente 215 awminodcidos. La gelificacidn ocurre se—

guido del rompimiento de un péptido de 45 amiodcidos en el ~



extremo carboxilo de la cadena para dar un péptido soluble =~
"“C" y un pé&ptico insoluble de aproximadamente 170 residuos -
de aminodcidos. El péptido insoluble llamado coaguldgeno o

coagulina lleva a cabo una reaccidn de polimerizacién, for--
mando enlaces sulfuro entre las dos cadenas que lo forman ~--

(A y B) y dando como resultado un gel estable.

La preparacidn del reactivo LAL (Lisado de Amebocitos de Li~
mulus) se lleva a cabo colectando la sangre completa de espe
cimenes saludables de cangrejo herradura. La sangre tiene -
una apariencia de color azul gris debido a la hemocianina -~
presente en el plasma. La sangre completa es centrifugada -
para separar los amebocitos. Posteriormente el plasma es --
expelido y descartado, entonces las c€lulas son cuidadosamen
te lavadas y finalmente lisadas (usualmente se hace osmStica
mente con agua destilada). El lisado celular resulrante es

colocado dentro de viales y liofilizado. Este liofilizado -
una vez reconstituido al momento de su uso es un indicador -
sumamente sensitivo de la presencia de endotoxinas bacteria-

nas.

La prueba de LAL consiste en combhinar cantidades fijas de --
reactivo de lisado de limulus reconstituido con una muestra
de la solucién a ser probada, incubando por un periodo espe-
cifico de tiempo y checando después del periodo de incuba- =~
¢idn la muestra para ver si hay evidenclia de la formacibn de

un gel protéico.
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REPRESENTACION ESQUEMATICA DE LA REACCION DE GELACION

[-ENZIMA PRO-GELACION ] + [(a+2] +[;NDOTOXINA]-, ENZIMA PRO-GE
LACION ACTIVA
DA

La enzima activada cataliza el rompimiento del coagulogeno -

en subunidades polipeptidicas.

ENZ TMA
COAGULOGENC | PRO-GELACION CADENA A Y B + | CADENA
P.M, 21000 ACTIVATA DE PEPTIDOS [
. ) ‘E - £
PROTEINAS DEL GEL LA CADENA
C NO ES IN
CORPORADA
EN EL GEL
4 . HS Hs HS HS
c A Cely el 1§ cd N c N
! (a) ‘ ) )
~

OXIDACION DE LOS
GRUPOS SUL“lxIDRILOS e ———

/c ——«,— (A) \

I

S

_m._m

MATRIZ DEL GEL PROTEICO
CON ENLACES DISULFURO
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La sensibilidad de la prueba puede ser incrementada estiman-
do el grado de viscosidad o granulaci&n en la parte de la --
muestra no gelificada o bien midiendo la cturbidez por t&cni-

cas de absorcién o dispersidn de luz.

La especificidad de la prueba LAL ha sido un tema controver-—
sial de particular interé&s para las compafiias que manufactu-—
ran productos farmacéuticos. Respecto a &sto, hasta la fe~--
cha, no ha sido confirmado ningiin otro activador no-especifi
co para la prueba de LAL. En 1974 Wildfeuer reportd que un

péptidoglicano que habia sido aislado de membranas celulares
de bacterias gram-positivas inducia la reaccidn de gelacidn

a niveles 1000 veces menos potentes que los alcanzados por -
endotoxinas, Sin embargo, las bacterias gram-positivas no -
causan gelacidn y sus exotoxinas son libiles al calor y son

destruidas durante el proceso de autoclaveado. .En lo que --
concierne a la idea ampliamente extendida de que pueda haber
activadores no especificos de la reaccidn de gelacidn pode--
mos afirmar que parece ser infundada y a menos que se demues
*tre lo c¢ontrario, uno debe asumir que un rTesultado positivo

de la prucha de limulus en producto es indicativo de contami

nacidn con endotoxinas bacterianas.

Diversos materiales interfieren con la deteccidn de endotoxi
na por el métode LAL. Como se menciond anteriormente, la ge
lacidn de las proteinas coagulables en el lisado es aparente

. ‘mente catalizado por una enzima. La enzima pro-gelificacidn
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presente en el reactivo LAL es muy similar a la tripsina - -

(una proteasa).

El di-isopropil fluorofosfato y otros inhibidores de la trip

sina demostraron también inhibir la reacién de gelacidn.

Por otra parte, la enzima pro-—gelacidén es al igual que la --
tripsina, 1&bil al calor y pH-sensitiva. De ahi que, cual--
quier material conocido como denaturalizador de proteinas o
inhibidor de la accidn de la enzima, deberd ser considerado
como un potencial inhibidor o medificador de la gelificacidn

del LAL.

Por esta razdn es necesario calificar cada nuevo producto an
tes de someterlo a evaluacién de pirdgenos por el método de
LAL. Esto se puede hacer agregando cantidades graduadas de
endotoxina al producto y confirmando los niveles esperados -
de gel prot@ico resultantes de la reaccibn con el LAL. Fre-
cuentemcente log problemas de inhibieidn pueden ser resueltos

por dilucidn del material o bien mediante ajuste del pH.

Hasta hace poco tiempo la prueba de pirSgenos por conejos -—-
USP habia sido usada como la Gnica prueba oficial para la de
teccidn de pirSgenos en drogas y equipos y es dependiente --
delgrado de sensibilidad de los conejos usades 2n una prueba
particular. La prueba de Limulus puede ser usada como una =
prueba varias veces mds sensitiva que la prueba de pirdgenos

por conejo para pruebas de andlisis en procese y para la 1lis
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beracidn del producto, asf mismo la prueba del LAL puede ser
usada ﬁara determinar pirSgenos en productos que previamente
no podian ser probados 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 pro
ducto tdéxico para los conejos, la prueba del LAL puede ayu--
dar a ssegurar productos de md3s alta calidad gque cuando Gni-

camente se contaba con 1a prueba de conejos.

Actualmente la prueba para la determinacién de endotoxinas -

bacterianas LAL estd incluida en la USP XXI (l1985).

Ances de que la prueba del Lisado de Amebocitos de Limulus -
pueda ser wusada para reemplazar la prueba de pirdgenos por
conejo en cualquier productc terminade se deberd obtener pri

meramente la debida autorizaci®n por parte de la SSA.
El método consiste en lo siguiente:

Al combinar 0.1 ml. de lisado con- 0.1 ml. de 12 muestra a =--
ser probada, la cantidad de endotoxinas presentes en la - -
muestra activarin cierta cantidad de enzima pro-gelacidn, --
la cual a su vez ayudard a la formaci®n de cierta cantidad -

de gel protdico.

La cantidad de proteina en el gel estd relacionada con la -~

cantidad de endotoxina presente en la muestra. Usando el mg



todo de Lowry para determinacidén de proteinas y una curva pa

trdén de endotoxina, la cantidad de endotoxina presente en la

muestra puede ser cuantificada.

Para eliminar la posibilidad de resultados "falsos negati--—
vos'" debido a inhibicidn de la reaccidn por la formulacibn
de la muestra y resulrtados "falsos positivos" debides a con-
taminaci®n durante el procedimiento de prueba se corren en -
cada ocasifn tanto controles positivos como controles negati

VOS5,

2. OBJETIVOS

Describix un método para la determinacidn cuantitativa de la
endotoxinas bacterianas usando una t&cnieca “in vitro" (Prue-
ba ddl Lisado de Amebocitos de Liwulus) como una alternativa

para la determinacidn de pirSgenos por conejo.
El alumno serd capaz de:

- Usar un método cuantitativo para la determinacidn de en
dotoxinas bacterianas por el método del LAL,

- aplicar sus conocimientos sobre Biologia Celular

- recordar la definicifn de "pirdgenc' y las razones por
las cuales todas las soluciones y preparados parentera-
les deben estar exentos de ellos

- entender el fundawmento de la prueba del LAL
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- recordar los conceptos fundamentales de espectrofotome-
tria (Ley de Labert y Beer, Absorbencia, Transmitan- -

cia, etc.}

3. HIPOTESIS:

Dado que el 1lisado de amebocitos de Limulus se gelifica en

presencia de enceretoxinas:

Si la muestra examinada contiene pirdgenos se observard la

presencia de un coagulo o gel en los tubos; como in ——
cantidad de gel formada es proporcional a la cantidad de en
dotoxina presente; si la muestra countiene mayor cantidad de
enastoxina que la del estandar permitido, el gel formado —-
serd mis grande; si contiene una cantidad menor que el es--

tandar la cantidad de gel formada seri miAs pequefia.
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PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL:

4.1

Materiales:

Horno de secado a 250°C

Monitorear el horno para despirogenizar diariamen-
te con un termdmetro o termopar con aparato regis-
trador 21 cual haya sido calibrado contra un estian
dar de la DGN. La temperatura del horne debe al--
canzar un minimo de 250°C.

Balanza analitica

Con precisidn hasta de 0.001 g.

Bafio Maria de 37°C

Monitorear el bafio de agua diariamente conl uUn ter-
mémetro © termopar con aparato registrador, el ~ ~
cual haya sido calibrado contra un est3ndar de la
DGN, la temperatura del agua del bafic debe estar a

37°C + 1.0°C

Centrifuga
Centrifuga clinica IEC (modelo # C1450, S/P) o - =

equivalente. Monitorear la velocidad de la centri
fuga mensualmente con un tacdmetro de acuerdo a ~--

las instrucciones del fabricante. E£1 minimo de --—
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RPM aceptable para la velocidad mds alta (#7) de -
la centrifuga IEC es de 2600 RPM, si este criterio
no se cumple, el instrumento debe ser reemplazado

o reparado.

Espectrofotdmetro

Gilford 300 N, Stasar Il o Stasar III calibrado

Mezclador Vortex

Pipetor Oxford de 200 microlitros

modelo # 8200 o equivalente, puntas desechables pa

ra el pipetor (# de parte 810)

Pipetor Cornwall B-D

modelo # P5 173-1, $/P o equivalente

Pipetor Oxford de 100 microlitos

Con puntas estériles desechables

Papel aluminic, parafilm, tocallas desechables, al-
cohol 21 70% v una soluci8n desinfectante adecuada

para limpiar la superficie de las dreas de trabajo.

Bomba de vacio

para la aspiracidn del sobrenadante de proteina no

precipitado,
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Crondmetro o Timer

para tomar el tiempo de la reaccidn de Lowry
Tijeras y pinzas

Despirogenizadas

Sradillas

con aberturas para tubo de 12 x .12 mm o de 15 x 15

mwm .

Jexingas

desechables, no pirogénicas de 1.0 ml. con agujn -

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

matraces voluméc?iuus de 100, 300 y 1000; watraces
erlenmeyer de 50 y 125 ml; probetas graduadas de -
50"y 100 ml.; vasos de precipitados de 30 y 50 ml.:
tubos de ensayo de 10 % 75 mm y tubos de 15 x 85 -~

nm.

Todo el material de vidrio (excepto los tubos de -
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ensayo descchables) debe ser enjuagado dos veces -
con agua destilada y si se va a usar en la prueba
del LAL durante la etapa de la formacidn del gel,

debe ser despirogenizado como sigue:

A. Los tubos de ensayo en gran cantidad se envuel-

ven en papel aluminio, en capa sencilla,

B. Los matraces erlenmeyer, los matraces volum&tri
cos y los de precipitados se envuelven conlpa~
pel aluminio de forma que la boca quede total-~
mente cubierta.

C. Las pipetas san envueltas individualmente o co-~
locadas sin envolver en un recipiente adecuado

con tapa.

D. Los tapones de los matraces volum@tricos se en-

vuelven en papel aluminio, individualmente.

Una vez envuelto ¢l material de vidrio, es despiro
genizado durante 60 min. como minimo en un horno -

mantenido a una temperatura de 250°C como miInimo.

El material de vidrio usado en la determinacidn de
proteinas por el método de Lowry, no necesita ser

despirogenizado.

Reactivos

IL.isado de amebacitos de Limulus:




Los viales liofilizados del lisado de amehocitos ~
de Limulus deben ser mantenidos en refrigeracibn -
entre 2-8°C hasta su uso. Evitese la exposicién -
innecesaria a temperaturas arriba de 8°C. P, ej. =

Pyrogent de Mallinckrodt

Solucién de sulfato cliprico pentahidratado al 0.5%

(p/V):

Afiada 0.5 g. de Cuso,. 5H,0 a uA matraz volumdtri-
co de 100 ml., lleve hasta la marca con agua desti
lada, mezcle bien. Esta solucidn debe ser prepara
da fresca cada semana y descartada al final de ca-
da semana. Puede ser almacenada a temperatura am-—

biente.

Solucidn de Carbonato de sodic al 2% (p/v) y tar--

trato de sodio y potasio al 0.02% (p/v) en NaOH --

0.1 N:

4 un mzatraz voluwétrico de 1000 ml., afada 20 g, -
de Na2003 y 0.2 gr. de tartrato. Lleve hasta la =
marca con hidrSxido de sodio 0.1N, mezcle bien. Es
ta‘soluciﬁn debe prepararse fresca cada semana y -

descartarse al finmal de cada semana. Puede ser al

macenada a temperatura ambiente.

Reactivo de Lowty:




Llieve hasta la marca un matraz volumétrico de 50 ~
ml. con solucidn de carbonato al 22 y tartrato de
sodio y potasio al 0,022 en NaOH 0.1 N, afiada 1 -~
ml. de sulfato de cobre al 0.5% y mezcle bien. Si
&sta no es una cantidad adecuada de solucidn para
trabajar en el dfa, prepare volGmenes mayores usan
do la misma propeorcidn. Prepare esta solucidn - -

fresca diariamente.

Reacrivo de Folin-fenol:

Usar la solucidn 2N de Fischer~Scientific (SO-P- -~
24) o un equivalente. El reactivo debe tener una
fecha de caducidad o, en caso contraric &ste séla
podrd ser usado hasta dos afios después de la fecha

de manufacrura.

Preparxe el reactivo de trabajo de Folin~fenol (1N
en dcido) pipetando 25 ml. de agua destilada en un
matraz volumétrico de 30 ml. y diluyendc hasta la
warca con el reactivo de Folin~fenol. Mezcle bien.
Esta solucibn debe ser preparada fresca cada sema—
na y descartada al final de cada semana, El reac-
tivo es foto-reactive y debe ser guardado a tempe-—

ratura ambiente en la ocscuridad.

Solucidn de hidréxido de sodic Q.75 N:

Diluya 75 ml. de NaOH 10 ¥ en un matraz aforado de



1000 ml., con agua destilada, mezcle bien y afore
hasta la marca. Esta solucifn tambi&n puede prepa
rarse pesando la cantidad adecuada de NaOH y afo--

rando hasta la marca con agua destilada,

Solucifn estfindar de protefna humana:

Usar un vial de "Human Protein Standard" (Human Se
Tum Albumin) de la marca ""Dade™; para reconstituir
el vial cheque el valor del.ensa&o para el lote --
particular, el cual viene expresado en cada paque-

te.

Sustituya el valor del ensayo en la f8rmula que se
dd a continuacidn para calcular el valor de recons
titucidn de ese lote de HSA (Human Serum Albumin).
El resultado se obtiene en ml. Afiadiendo esa can-
ridad de agua destilada al vial de Albumina Sé&rica
Humana se obtiene una concentracidn final de 8.0 -
gr. HSA por 100 wml. Esta es la concentracién de -
Ja solucibn estindar de proteina humana y debe ser

refrigerada entre 2-8°C, esta solucidn dura un mes.

Calculos: X = (0.02) Y
Q.08
Donde: X = Cantidad de agua destilada que se de

be afiadir a un vial de HSA para obte
ner una concentracidn final de 8.0 -~
gr. HSA por 100 ml.

¥ = Valor del ensayo del lote de HSA - -
{que viene en el inserto del paguete)
expresado em g/l00 m1.



En caso de no conseguir HSA de la marca DADE se pug
de usar en su lugar: Hyland BEuminate (Normal Serum
Albumin) o AlbdGmina en polve (materia prima). Pre-
parar la solucidn est3ndar mensual pesando B.0 gr.
y diluyendo a 100 ml. con agua destilada en un ma--

traz volumétrico,

Solucidn de trabajo de proteina humana:

(Contentracidn = 160 microgramos/0.2 ml. 0 0.800 -
mg/ml)

Pipetar 1.0 ml. de la solucidn estidndar de protei-
na humana mensual en un matraz volumétrico de 1000
ml y dilGyase hasta la marca con NaOH 0.75 N, maz--
clar bien. Prepare esta solucidn cada dos semanas,

almacénese en refrigeracidn entre 2-8°C.

Estindar mensual de endotoxina (conc. = 0.5 mg/ml)

Reconstituir un vial de 1,90 mg. de endotoxina E.
coli marea DIFCO {(c¢ddigo = 108 o 106) con 2.0 ml.

de agua para inyeccidn, estéril no pirogénica.

Mezcla la solucidn vigorosamente y deje reposar en
el refrigerador al menos una noche antes de usarla
para preparar la solucidn mensual de 5.0 microgra-

mos/ml. Esta solucidn debe ser preparada el pri--—

]

mer dia de trabajo de cada mes. Consérve en refri



geracidn.

Solucidn estindar semanal de endotoxina (conc. ~ -

0.0]1 microgramos/ml.):

Esta solucidn se prepara al diluir 1.0 wml. del es-
tindar mensual de endotoxina (conc. 5.0 microgra--
mos/ml) a 500 ml, con agua para inyeccidn esté&ril

no pirogénica. Todas las diluciones diarias subse
cuentes, serdn preparadas a partir de esfa solu- -
cidn semanal, Refrigere esta solucifn de endotoxj
na inmediatamente despu@s de su preparacidn y des-—

pués de su uso.
Reactividad y Toxicidad de Substancias:

Sales de cobre: causan dermatitis, irritacién de -
la nariz, cirrosis del higado. La ingestifn puede

producir nafiseas, vémitos y diarrea.

Alcohol etfilico: provoca irritacién de ojos. do--
lor de cabeza, vErtigo, somnolencia, confusidn men
tal, temblores y fatiga. Es depresivo del sistema
nervioso central. La conceatracidn midxima permisi

ble en aire es de 1900 mg/m3.

Hidréxido de sodio: polvo o lentejas corrosivas, -
Se combina con los tejidos formando albuminatos al

calinos, evitese el contacto con la piel, ya que -~



provoca quemaduras dérmicas, en caso de accidente,

lavar la regién afectada con abundante agua. La -
P . A 3
concentracién m8xima permisible es de 2 mg/m” en -~

el aire.

T&cnica:

Reconstitucidn del lisado: reconstituya el lisado
usando el discolvente y la cantidad indicada por el
fabricante, mezcle suavemente el disclvente y.gite
el vial de forma muy suave hasta obtener una soclu-
cidn homogénea, No agite el lisado porque la agi-
tacidn puede provocar la formacidn de espuma. Se
recomienda reconstituir el lisado, juste antes de
sy uso y reconstituir sBlo la cantidad suficiente
para que se agote en un sdlo dfa de trabajo. EI -~

lisado reconstitufdo puede ser gunardado en refrige

rador entre 2-8°C durante un dXa.

Curva estdndar de alblmina: Para prepara la curva
estidndar de albfimina se diluye el estdndar de tra~
bajo bisemanal (160 micregrames/0.2 ml) en la pro-
porcifn: 1:2 (Volumen del estdndar/volumen total),
l:4 y 1:8 con NaOH 0.75 K para obtener concentra--
ciones de proteina de 80 microgramos/0.2 ml, 40 mi

crogramos/0.2 ml y 20 micreogramos/0.2 ml, y se usa

ademds la concentracidn inicial del estindar bise-~



manal de trabajo de 160 microgramos/0.2 ml.

Todas estas preparaciones se preparan diariamente
a partir del est3ndar bisemanal. Ejemplo:

microgramos/0.2 ml.

Concentracidn de HSA: 20 40 80 160

Cant. estdndar bisemanal

usado: 0.5 ml 1.0 m1 2.0 ml 4.0 ml

Cant. NaOH 0.75 N usada: 3.5 ml 3.0 ml 2.0 ml - 0 -

Controles positivos:

Solyciones diarias de trabajo de endotoxina: prepa
re las siguientes tres diluciones de endotoxina pa
ra la determinacidn de la curva estindar para cada
producto gque vaya a ser probado (muestras diferen-
tes con exactamente la misma composicidn quimica -
pueden ser analizados con la miswa determinacién -

de curva estdndar).

A, 200 pg/ml -~ Diluya 2.0 ml! de la solucidn estin-
dar semanal de endotoxina en un matraz volumé--
trico de 100 ml, usande el diselvente apropia--

- do., Mexclar hien,

B. 50 pg/ml - Diluya 0,5 ml de la solucidn estin-~-
dar semanal de endotoxina en un matraz volumé-~~
trico de 100 ml. usando el disolvente apropia--

do. Mezclar bien.



La temperatura Optima para la reaccibn es entre 37 y 39°C y
el pH Bbtimo es entre 6 y 7.5, Un resultade positivo estd -
;ndicado por la formacidn de un precipitado prot€ico usual--
mente en la forma de un cofgulo aﬁlido gelificado el cual ==
permanece firme y junto cuando el tubo de prueba es inverti-

do 180°C.
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C. 12 pg/m1 - Diluya 0.12 ml de la solucidu estdn-
dar semanal de endotoxina en un matraz volumé--
trico de [00ml. wusando el disolvente adecuado.

Mezclar bien.

Como disolvente, deberd usarse una solucidn esté--
ril, no pirogénica, teniendo l1a misma formulacidn
quimica que las soluciones a ser probadas. La den
sidad Sptica de la solucidn usada como disolvente
deberd ser menor a 0.2, o sea, si la solucifn a -~
ser probada es una salina al 0.92, el disoclvente -
para la curva estdndar, deberi ser una solucidn sa
lina est@ril, no pirogénieca al 0.9Z y cuya densi-~-
dad dptica cuando fue probada con este método fue

menor a 0.2.

Las tres diluciones deberin ser preparadas inmedia
tamente antes de su uso. No permita que pase mds .
de una hora antes de su uso porque la endotoxina -

purificada es inestable y se adhiere al vidrio, --

con lo cual se invalidarfia la curva.
Controles negativos:

Cada vial de lisado y el disolvente usado para re- .
hidratar el lisado deberd ser checado para descar~
tar una posible contaminacién, mediante el uso de

controles negativos. La misma solucidn usada para



la determinacidn de la curva estindar de los contro
les positives se usa tambi&n para preparar la dectexr

minacidn de los controles negatives.
Obtencidn de la muestra:

Con la finalidad de prevenir una posible contamina-
cidn con bacterias y endotoxinas se deberd seguir -~
una té@cnica aséptica a lo largo de todo el procedi-

miento de muestreo.

Como muestras se emplearin dos soluciones salinas
en diferente presentacibn: una en frasco y otra -
en bolsa plistica, de preferencia de distinta marca

comercial.

La bolsa de plistico deberd ser muestreada a través
del sitio de inyeccidn usando una jeringa desecha--
ble, estéril, no pirogénica, de ! ml. con una aguja

calibre 25 x 5/8 in. de largo.

En el caso del frasco se deberd remover la tapa me
tdlica y se extraerd la muestra con una jeringa de

sechable, esté@ril, no pirogénica de 1 mi.

Se deberd usar una jeringa por cada muestra. La -
misma jeringa puede ser vsada en la misma muestra

para obtener muestras por triplicado.



Procedimiento de prueba:

Con la finalijdad de prevenir una posible concamini
cidn won hacterias y endotoxinas se deberd seguir
una técuica aséptica a lo largo de todo el procedi

miento de prueba.

Coloque en una gradilla una serie de tubos de ensa

yo despirogenizados (10 x 75 mm) .

Coloque las siguientes soluciones para cada formu-~

lacién de producto a ser probada:

a) tres tubos de control negativos

b) tres tubos para la muestra de solucidn salina -
en bolsa

¢) tres tubos para la muestra de solucidn salina -
en botella

d) un tubo para la sclucidn de endctoxina de 200 -
pg/ml

e) tres tubos para la solucidn de endotoxina de 50
pg/ml

£) un tube para la solucidn de endotoxina de 12 --

pg/ml

Pipetee 0.1 ml. de cada solucidn en su tuho respegc
tivo. Reconstituya el lisado de acuerdo a las ins

trucciones del fabricante. Si se requiriera mis de
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un vial, el contenido de los viales del lisado de-
berd ser mezclado en un vaso de precipitados despi
rogenizado. Pipetee 0.1 ml de lisado en cada tubo
use el pipetor de 0.1 ml con una punta estéril, Pa
ra colocar el lisado primero afiada el lisado a los
tubos conteniendo los controles negativos, después
proceda con los tubos contenliendo las muestras y -
finalmente agregue el lisado a los controles posi-
tivos conteniendo endotoxinas comenzando con.la me
nor concentracifn y terminando con la concentra=- -

cidn mis alta de endotoxina.

Coloque parafilm en cada tubo individualmente, mez
cle dando un movimiente suave a cada tubo y colo--
cdndolo en la gradilla, de manera que no haya for-
macidn de espuma en ninguna de las soluciones. In
cube los tubos en un bafo de agua a 37 + 1°C por -
una hera. No mueva los tubos ni los perturbe du--
rante este perfoedo. Los tubos conteniendo endoto-
xina deben ser incubados en el mismo bafin da aguea,
al mismo tiempo que los tubos de muestra, asi como

los controles negativos.

Saque los tubos del baho de agua.

Centrifugue al mazimo de velocidad por un tiempo -



minimo de 10 min. Remueva el sobrenadante mediante
aspiracidn al vacio como sigue: Prenda la bomba -
de vacio a baja velocidad de modo que permita aspi
rar el sobrenadante sin pertubar el gel. Sostenga
cada tuboverticalmente o ligeramente inclinado y -
cuidadosamente retueva el sobrenadante usando una

pipeta pasteur desechable, la cual se conecta a la

bomba de vacio con un tubo de hule.

Disuelva el gel en cada tubo afiadiendo 0.2 ml. de
XaOH 0.75 N (las muestras pueden permanecer hasta
tres horas despu@s de este paso. En este momento
prepare dos hlancos de proteina y losestdndares de
proteina. Pipete por duplicado, 0.2 ml. de cada -
una de las soluciones conteniendo 20 microgramos,
40 microgramos, 80 microgramoes y 160 microgramos -~
de estdndar de proteina humana en 0.2 ml.; dentro
de tubos de ensayo de 10 x 75 mm. Los blancos son
tratados en la misma forma que los estdndares y --
las muestras s6lo que contienen 0.2 ml. de NaOH -~

0.75 N enlugar del estindar de proteina.

Afiada 1 ml. del reactive de trabajo de Lowry a los
tubos conteniendo los blancos, los controles nega-
tivos, las muestras, los estfndares de endotoxina
bal los estZndares de protefna. Mezcle bien. Incube

por 10 minutos a temperatura ambiente.



Afiada 0.1 ml. de Reactivo de Folin-fenol 1 N. Mez
cle inmediatamente (antes de 10 segundos). Espere
aproximadamente 10 segundos entre cada tubo para -
afiadir el reactivo de Folin-fenol (esto permitird

un periodo de incubacién de 30 min., mucho mds pre

ciso para cada tubo, antes de medir la absorbancia)

Incube por 30 min. a temperatura ambiente. E1l - -
tiempo de incubacibn es critico porque el color em

pieza a debilitarse después de los 30 mins.

Mida la absorbancia a 660 nm com un espectrofotdme
tro equipado con una microcubeta (0.5 ml.) de paso

de flujo.

Fonga el espectrofotdmetro en 0 usando el blanco de

proteina con NaOH preparado anteriormente.

Anote las absorbancias de los controles negativos,
de las muestras, de los estdndares de endotoxina y
de los estindares de proteina. Anote las lecturas
directamente en la hoja de datos que se adjunta. -
Lea las absorbancias de los tubos en el orden en =
que se agregd el reactivo de Folin-fenol (agregar

el reactivo de Folin-fenol de preferencia de menor
& mayor concentracifn en cada una de las series es

tindar de endotoxina y de protefna).
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5. REGISTRO Y ORGANIZACIONES DE DATOS:

Anote la descripcidn de cada solucidn probada y la clave y -~
nimero de lote correspondiente en la hoja de reporte, asi cgo
mo las ahsorbancias de cada muestra (hay tres espacios en la
hoja de reporte, usar dos de lus espacios para reportar los

resultados de la bolsa y del frasco). Anote asimismo los va
lores de absorbancia para la curva estdndar de endotoxina, -
la curva de HSA (alb@imina s@rica humana) y para los cortro--—
les negativos. Una vez que todos los datos hayan sido anota
dos, anote en el eszpacio correspondiente el promedio de las

absorbancias per triplicado para los controles negativos. --
Circule el valor mis bajo de las densidades dpticas por tri-
plicado para la solucién de endotcxina de 50 pg/mo. Este va
lor se considera el "Limite". Calcule el promedio de los va
lores de absorbancia por triplicade para la solucidn de endp
toxina de 50 pg/ml y andtelo en la casilla correspondicnte.

Pdra cada uno de los datos por triplicade lieve a cabo lo si

guiente:

A. Reste el valor mids bajo de abserbancia del mis alco y -

andtelo en la casilla marcada como *"a~b™.

B. Si la diferencia obtenida es de 0.2 o menor los datos -~
por triplicado de absorhancia son aceptables y se debe-
rd rellenar la casilla con la letra "A". Si la diferen

cia es mayor de 0.2 se deber# llenar la casilla con la



N
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letra "N" y la prueba se considerard invdlida y deberd

ser repetida.

Cheque las diferencias entre los controles negativos y los -~

estindares de 50 pg/ml y 200 pg/wl para los siguientes:

A

Reéste el prowmedio de las absorbancias de las soluciones
de 50 pg/ml del valor de absorbaancia de la sclucida de

200 pg/ml. Anote ol valor enla cagilla correspondiente.

Reste el promedio de absorhancia de los controles nega~
tivos del promedio de los valores para la solucidn de -

50 pg/ml. Ancte el resultado en 12 casilla correspon—-

diente.

S8i cualquiera de los resultados encontrados en 4 0 B -~
son menores a 0,200, 1a prueba deberd ser repetida y se

deberd rellenar el recuadro con la letra "N" (No acepta

ble).

8i los valores de absorbancia de la muestra son menores
al valor mids bajo de la solucibn estindar de endotoxina
de 5Q pg/ml, ponga una palomita en el recuadro que dice
“Paga"™. 8i el valor de la muestra ea igual o mayar que
el mia bajo de la solucidén de endotoxina de 50 pg/ml -
ponga una palomita en el recuadro que dice “Reandlisis“.

5i despufs de hacer la reprueba el promedio de los vals

res de la muestra es mencr gue el mds bajo de los valo~
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res de la solucidn de endotoxina de 50 pg/ml entonces -
ponga una palomita en el recuadro que dice "Pasa"™. Si
los valores de absorbancia de la muestra de reprueba -
son iguales o mayores al m3s bajo de los valores de ab-
sorbancia de la solucidn de 530 pg/ml marque el recuadro

"Fallg".

ANALISIS DE RESULTADOS Y CONCLUSIONES:

Interpretacidn:

Los productos analizados pueden ser considerados no pirogé€ni

cos

Al

s3i se cunplen las siguientes condiciones:

Si cada uyno de los valores por triplicado para cada - -
muestra (frasco y bolsa) tienen absorbancia menores al
valor mds bajo de los valores por triplicado para la so

lucidn estdndar de endotoxina de 50 pg/ml.

El promedio de los valores de absorbancia para los con~

troles negativos es menor a 0.2.

La diferencia entre los valores de absorbancia por tri-
plicadeo para el estindar de endotoxina de 50 pg/ml y 1la
diferencia entre los valores de absorbancia de los con-

troles negativos no excede de 0.20.

Deberi haber un minimo de 0.2 unidades de absorbancia -

entre el promedio de ahsorbancia de Jos controles nega-
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tivos y el promedio de absorbancia de los estdundares de

endotoxina de 50 pg/ml.

Deherd haber un minimo de 0.2 unidades de absorbancia -
entre »l promedio del control de 50 pg/ml y el de 200 -

pg/ml de endotoxina.

Si las valores por triplicado de las muestras presentan
absorbancia igual o arriba del valor m3s bajo del con-~
trol de 50 pg/ml de endotoxina de E. coli (no promediar
los valores de las muestras). Entonces el lote deberd

ser reanalizado usando nuevamente tres tubos para pro--
bar la muestra a f[in de descartar la pesibilidad de con
taminacidn por cerror en la técnica o en la preparacidn

da la soluciln de endotoxina de 50 pgp/ul. Prepare una

curva estidndar como se hizo en el andlisis inicial. La
diferencia entre los valores de abosorbancia de la mues
tra por triplicado no deberd exceder 0.20. Promedio -~

los valores de absorbancia de reprueba de las muestras.

Si el pronmedic de los valores de reprueba de la muestra
es mayor o igual al valor mis bajo de los valores por -
triplicado de la solucidn con 50 pg/ml de endotoxina de
E. coli, se deberd someter la misma muestra a prueba de

pir8genos en conejo, usando ocho conejos.

S$i el promedio de los valores de reprueba de la muestra

son menores al valor m&s bajo de los valores por tripli



cado de la solucidn con 50 pg/ml de endotoxina, el pro-

ducto puede ser liberado como "No pirogénico".

I. La curva de AlbGmina S&rica Humana (HSA) provee un es-~-
tdndar de trabajo para la deteccidén de proteina en la -
prueba del LAL. Ella esrablece una diferenciacidn colo
rim@trica progresiva entre las diferentes concentracio-
nes de HSA y debe ser consistente dia a dfa. Un cambio
abrupto en la apariencia de la curva .de HSA representa

un problema con los reactivos usados en la prueba de
Lowry o bien en el espectrofotémectro, §i se detectaran
fallas yva sea en las preparaciones de reactivos o en el
equipo usado en la prueba de Lowry para determinacidn -
de proteinas, se deberdn tomar las acciones correctivas

pertinentes para determinar la causa y remediar la si--

tuacidn antes de proceder a repetir las pruebas.

Cuantificacidn de la Prueba:

(E1l siguiente procedimientoc no es obligatorio, se comeata --

aqui con fines informativos)

Los valores de absorbancia obtenidos para las muestras proba
das pueden ser convertidos a valores de equivalentes de endo
toxinas expresados en picogramos por ml., de forma que las -
diferentes compafilas farmac@uticas pueden mopitorear tanto -

6us materias primas como sus productos terminados y de esta

forma sea posible analizar valores a través del tiempo y eva



luar tendencias.

A decir verdar &sto no es un fenSmeno muy usual, salvo que -
se quisiera hacer algin estudio especifico, va que la prueba
de pirdgenos es una prueba de "Pasa'" o "No Pasa, ep decir,

uno no puede indicar que un productoc esté poco o muy pirogé-~
nico, simplemente o westd o no lo esti. Y dado que la no pi-
rogenicidad es una de¢ las pruebas mds importantes que deben

cumplir alpgunos preparados farmacButicos (ya que comprometen
la seguridad del usuario) no es comdn que la Industria se ==~
cuanéifique la cantidad de endotoxinas bacterianas, de cual-
quier manera en caso de gque fuese necesario, para cuantifi--
car la prueba del LAL as uccesaric incluir los siguientes pa

s0s !

Para cada tipo de solucidn (Formulacidn Quimica) a ser cuan-
tificada se deberim prepara dos controles adicionales de en-

dotoxina:

A. 100 pg/ml - Diluya 1.0 ml de la solucidn semanal de en-
dotoxina en una matraz volumétrico de 100 ml isando el

disolvente apropiado. Mezcle bien.

B. 25 pg/ml -~ Diluya 0.25 ml de la solucidn semanal de en-

dotoxina en un matraz volum€trico de 100 ml usando el

digolvente apropiado. Mezecle hien.

En adici®n a los tubos rutinarios para los controles de endpo



toxina afiada tres tubos para las soluciones de 25 y 100 pg/-
ml (tres para cada una), afiada dos tubes adicienales para el
control de endotoxina de 12 pg/ml. Promedie los valores de
absorbancia de las soluciones por triplicado de 100, 50, 25
y 12 pg/ml, junto con los controles negativos (el promedio),
se formard una curva de cuantificacidn de 5 puntos. NO use
el valor de absorbancia para la solucidn de 200 pg/ml cuando
construya una curva control de endotoxina para propdsitos de

cuantificacién.

Convierta el promedio de absorbancia de cada muestra en equi
valentes de endotoxina expresada en picogramas por mililictro
usando una calculadora que cuente con un programa para hacer

anfilisis de regresidm lineal,

Si el valor equivalente el endotoxina pafa una mueslra exce-
de el valor de 100 pg/ml, el resultado estd afuera del rango
de prueba del sistema. Cuando &sto ocurra, la muestra debe-
rd ser reanalizada mediante diluciones en serie, usando la ~

misma solucidn (en composicidn guI

ica) no pirogénica que se
usé para preparar los controles negativos y la curva de endo
toxina, La muestra serd diluida hasta que sus valores de ap
sorbancia sean menores que los de l%.scluci&n de control de

100 pg/ml, Seleccione aquella dilucidn cuyo valor de absor-—
bancia sea el mis parecido al del control de 50 pg/ml. Cal-
cule el valor equivalente de endotoxina de la muestra y mul-

tiplique el resultado pox su factor de dilucidn para obtener



el valor real de endotoxina en la muestra. Por ejemple, si
el valor de absorbancia de 1a muestra de prueba que esti mis
cerca del valor de absorbancia del control de 50 pg/ml se ob
tiene cuando la muestra es dilufda en la proporcidn de 1:8,
multiplique el valor computado de endotoxina por 8 para obte
ner de esda manera el valor real equivalente de endotoxina en

picogramos por mililitro.

Preguntas:

Basado en log criterios establecidos en esta prdctica, lau -
soluciones que usted analizd, i(pasan o no pasan la prueba ~-

del Lisado de Amebocitos de Limulus?

¢Por qué€ para preparar tanto la curva de <¢ndotoxina como pa-
ra los controles negativos se usa una solucidn no pirogénica
con la misma composiciBn quimica que la sclueifn a ser proba

da?

2Cudl es el fundamento de la determinacidn de proteinas por

el método de Lowry?

ZCudl es la razdn de que las muestras deban ser leidas duran
te la determinacidn de proteinas por el mé@todo de Lowry en ~-
el orden de menor a mayor concentracidn en el espectrofotfme

tro?

¢5i usted descubriera un lote de producto pirogénico supo- -

niendo que usted trabajara ya en la industria, qué harfa? Ex



plique sus razones para aprobar o rechazar el lote.
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p1S8CUSION

En esta proposici&n de Manual de Pricticas de Microbiologia
Farmacfutica. se plantean en forma secuencial los diferentes
andlisis efectuados en la Industria Farmacéutica, empezando
con el andlisis microbioldgico de la materia prima por tres
diferentes métodos, continuando después con el anilisis.du

agua y aire; en ¢l caso del agua por tratarse del ingredien-

te principal de toda forwma farmacfutica y en el del aire por
farmacéuti

gue es un elemento presente ¢n todos los procesos

cos ¥ que, por estar en contacro con el producto, su pureza

micrebioldgica debe ser controlada.

A continuvacidén se incluyen doun priciticas de determinacidn de

potencia en un antibidtice por difcrentes métodons y finalmo£
te tres prdcticas relacionadas con inyectables; prueba de pi
régenos por conejos, determinacidn de Endotoxinas por medio
del Lisado de Amebocitos de Limulus y prueba de esterilidnd.
Ex{isten ntrss pruebas que se realizan en la Industria Farnma-
cégticn y que no c¢stdn incluidas en este manual, las cuales
no Fueron inclufdas por tratarse de pruebas muy especificas

para ciertos productos o industrias. Las prdacricas aqui - -
planteadas son representativas y se aplican a casi toda la -

Industria Farmacéutica.
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La mayor parte de las mismas estdn basadas en métodos conoci
dos de la USP o bien desarrolladas, probadas y usadas en di-
ferentes laboratorios quienes amablemente proporcionaron la

informacién.

Se trats dentro de lo posible supgerir el uso del equipo co--
min en todos los laboratorios, evitando al miximo la necesi-
dad de equipo sofisticado gue no pudicra ser obtenidoe para =

realizar la prictica.

En todas las introducciones de las prdcticas se tratd de dar
una amplia explicacidén de las razones por las cuales e¢s nece
sario realizar la prueba en los productos farmacéuticos, de

manera de ofrecer una gufa al profesor, estableciendo asf la
conexidn entre la escuela y la Industria. Asi mismo, en ca-
da introeducci6én se explicd el fundamento tedrice de la pric-
tica per la i{mportancia que reviste 1la formacién de profesig

nales y no té8lo técnicos.

Se hizo especial €nfasis en la organizacidn de la parte de -
registre y organizacidn de datos con la finalidad de gque el
alumne aprenda a poner por escrito los resultados de un tra-
bajo realizado y que adquiere hibitos de orden, limpieza y -

disciplina, los cuales minimizan l1as posibilidades de error.

Finalmente, ¢n la parte de preguntas se intentd buscar la in
tegracidn del conocimiento entre lo captado por el alumno y
lo que ensefid el maestro, zscgurando cn eca forma el cumpli~

miento del objetivo de las pricticas.



CONCLUSTIONES

Este manual es una recopilacidn de las diferentes prue~
bas microbioldgicas llevadas a cabo en la Industria - -

Farmacgutica.

Este trabajo puede ser usado como base, haciéndole-las
modificaciones que se crean convenientes para adaptar-
lo al programa de estudios en la elaboracién del pro--~

grama de Pricticas de Microbioldgica Farmac&utica.
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