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INTRODUCCION

Durante los filtimos diez afios se ha dado mayor importancia a la
minimizacién de la contaminacién microbiana en la elaboracién de
productos farmacelticos no estériles, para lo cual se han revisado

los principales factores que intervienen en la produccién de materias
primas y formas-farmaceﬁticas; tales como maquinaria, equipo, procesos,

medio ambiente y personal.

La informacién bibliogréfica revela la tendencia de evitar la contaminacién

microbiana debido a diferentes problemas que se han presentado:

i Presencia de microorganismos indeseables en preparaciones

farmacefiticas.

Ayliffe, Barry y Lowbury (16) reportaron una serie de infecciones

post-operatorias con Pseudomonas aeruginosa debido al uso de

solucibén salina isotbénica contaminada. Esta solucién salina fue
usada para lavar la superficie ocular durante la intervencién
quiriirgica del paciente. Investigando la causa se vié que fueron
errores, ya sea en la esterilizacién inadecuada de la solucidn,
el uso de recipientes no estériles o una contaminacién posterior

a la esterilizacién.



Ian Phillips (19) habla de infecciones en el tracto respiratorio

con Pseudomonas aeruginosa en jalea de Lignocaina. Esta
preparacién se guardaba en recipientes grande de dosis miltiple,
deduciéndose que fue contaminada después de abierta y como se
usd en varios pacientes, estos resultaron infectados; este problema

se corrigié llenando tubos de dosis fnica.

Schaffner y Reisig (24 ) informan infecciones en el tracto respiratorio

causado por Pseudomonas cepacia en anestésicos tdpicos, la fuente

de la infeccibén fue el uso de agua deionizada para diluir el anesté
sico (0.25% Tetracaina, 5% de Cocaina) en vez de agua destilada
estéril., El problema se solucioné utilizando agua destilada estéril

en dicha preparacidn.

Noble y Savin (11, 17 ) reportaron un brote de Pseudomoniasis en un
hospital para enfermedades de la piel. El causante de dicho pro
blema: fue una crema con esteroide contaminada. La concentracién
del preservativo (Clorocresol) estaba en un % tal que en solucio
nes acuosas (0.1%) si es efectivo para evitar el crecimiento de

microorganismos.

Pero como lo sefiala Saul Tenenbaum (21) los agentes antimicrobia



nos con un coeficiente de particién alto aceite-agua, se concen
tran en la fase oleosa, encontrdndose insuficientes cantidades

en la fase acuosa para inhibir el crecimiento microbiano.

Kenneth R. Lennington, en el articulo "Salmonella in Drugs and
Dietary Supplements" (12) hace mencién de la alta incidencia

de Salmonella en animales domésticos, vacas, caballos, gallinas,
etc., De aqui que los derivados alimenticios o medicinales de
estas especies representan un riesgo al encontrarse contaminadas
con Salmonella. De hecho, extractos de Tiroides, Pancreatina,
Gelatina, Higado en polvo, Higado desecado, se encontraron

contaminados con Salmonella de varios Serotipos.

Generalmente es aceptado, que existe algln nlimero minimo de micro
organismos que comprende una dosis infecciosa, esta cantidad
minima, es incierta e impredecible. Ademés, la salud del individuo,
su resistencia al microorganismo y la manera en que el producto
vaya a ser usado y otras variables intervienen para que progrese

o no una infeccién a partir de un medicamento contaminado.

Kallings y otros (11, 13) en un estudio de firmacos usados en

Suecia, reportaron infecciones oculares causadas por Pseudomonas
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como resultado del uso de una crema (antibibtico-esteroide)
contaminada. La Pseudomona era resistente a los dos anti
bibticos que contenfa; el unguento Neomicina y Amfomicina,
También se encontrd contaminacién en musilagos, crema para
manos, talco para nifios y polvos para heridas utilizados en
hospitales. En un estudio subsecuente los autores correlaciona
ron el contenido microbiano de los productos con las condiciones

de higiene de la planta de produccién.

Degradacién del principio activo.

a) Pueden ocurrir cambios en el principio activo, desafortunada
mente la mayoria de los cambios por medio de la contaminacién
microbiana resultan en una pérdida del principio activo. (Por
ejemplo, la contaminacién de una solucién de penicilina por

microorganismos que producen penicilinasa)(5, 6).

b) Ciertos microorganismos, a través de un proceso de fermenta
cién, pueden producir gas, que puede resultar en explosiones

de botellas en almacenes o farmacias.

c) Todos conocemos el hecho de que ciertos microorganismos

anaer8bios como los del género Clostridium, Estreptococos y




otros, producen cambios desagradables en el olor del pro
ducto (y en algunos casos hacerlo téxico). Ademds conoce
mos el hecho de que bajo ciertas condiciones ambientales
apropiadas (humedad, temperatura, pH, sustancias nutrientes)

microorganismos del género Aspergillus o Penicillium, pueden

producir compuestos secundarios téxicos (aflatoxinas ) que son

sustancias carcinogénicas para el hombre.

Igualmente la presencia de microorganismos, especialmente
gram negativos o sus metabolitos, producen alteraciones anor

males de temperatura en el organismo humano.

Obviamente la presencia de los microorganismos indeseables
en los medicamentos pueden ser fatales para las personas que
los utilicen (15,16, 17,18,19). Es decir, ciertos productos
farmaceﬁtiqos van destinados a personas debilitadas por alguna
enfermedad, estén convalescientes de alguna operacién, victi
mas de quemadura, recien nacidos o de edad avanzada, por
ello si el medicamento se encuentra contaminado con microor
ganismos patdgenos, puede dar origen a una infeccién por

una condicién fisica debilitada o subdesarrollada de sus defen

sas corporales naturales (11).
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d) De igual manera el crecimiento microbiano puede alterar
significativamente el sabor del productc, asi como en algunos

casos su decoloracién.

FINALIDADES

Contaminacién microbiana en materias primas.

Para minimizar el contenido microbiano de los productos farma
cefiticos no estériles, tenemos que conocer las condiciones micro
biolégicas de las materias primas, por este motivo nuestro estudio
se enfocd empezando desde materias primas, condiciones del equipo
utilizado en el proceso de la elaboracién del producto, asi como el
andlisis del producto terminado, ademds de determinar condiciones
favorables para el desarrollo microbiano como lo serian: la humedad,

agua de condensado, o una temperatura propicia para el crecimiento.

Sabemos que las materias primas pueden ser de origen natural o
sintético. Las de origen sintético, por su forma de obtencién,
presentan un problema de contaminacién microbiana menor que el

de sustancias de origen natural, como lo serian los extractos de
ciertos tejidos animales, los cuales son ricos en nutrientes. Estos

tejidos que a menudo se reciben o provienen de rastros o matanzas



debe suponerse que vienen contaminados (12) por lo tanto la
contaminacién inicial debe ser eliminada y de este paso en
adelante se deben tener controles extrictos para evitar una recon

taminacién durante el resto del proceso de manufactura,

Tomando en cuenta lo anterior podemos considerar que no todos los
proveedores de estas materias primas pueden garantizar la ausencia
de microorganismos indeseables ya sea por la falta de técnicas o

equipo adecuado o de personal debidamente entrenado en el proceso.

El agua pwede ser una de las materias primas que cause mds proble
mas de contaminacién microbiana sobre todo si su tiempo de alma

cenaje se prolonga.

Los sistemas de aire acondicionado a menudo contribuyen como una
fuente de contaminacién diseminando particulas y en especial

esporas microbianas.

Contaminacién en material de empague

Otra fuente de contaminacién es el material de empaque. Conpse
trata de productos farmace(ticos no estériles no se utilizan estéri
les los recipientes, pero si se exige que se le practique algln

tipo de proceso de saneamiento y limpieza.



Contaminacién microbiana ambiental.

Existen muchas &reas en una planta de manufactura farmaceftica
que tienen condiciones éptimas para la multiplicacién de
microorganismos. Por ejemplo, si se hacen granulaciones hGimedas
con materiales contaminados microbiolégicamente y el granulado
permanece a temperatura ambiente un fin de semana, serfa ficil
demostrar que ha habido un crecimiento exhuberante de microorga
nismos. De igual manera en los pasos del secado de una granula
cién hlimeda se utilizardn temperaturas que son Optimas para el
crecimiento microbiano. También se debe tomar en cuenta que
muchos liquidos almacenados, especialmente preparaciones de
vitaminas, pre-mezclas dietéticas, son medios ideales para la

multiplicacién microbiana.

Otra 4rea que tiene problemas de contaminacién microbiana es
en la de manufactura de unguentos. Es muy comin en dichas
dreas almacenar el unguento en lugares frios mientras se espera

el andlisis de aprobacién o programacién de acondicionamiento.

En un caso en Suecia (11, 13) se encontraron tubos de unguentos
contaminados con Pseudomonas y unas examinaciones bacteriolégicas
demostraron que este mismo organismo se encontraba en los pasillos,

toallas, guantes, zapatos (5) y en las manos del personal que



formaba parte del proceso de manufactura de este gnguento, sin
embargo, no se encontrd Pseudomonas en los diferentes componen
tes del unguento. De hecho la multiplicacién del Pseudomonas

fue ayudada porque se acumuldé agua de condensado en la superficie

del unguento, que por si solo no podia mantener un crecimiento

microbianao (20).



FORMAS FARMACEUTICAS ESTUDIADAS

Suspensién caolin - pectina

Caolin
Pectina

Bentonita
Metil Celulosa

Agua Purificada

Suspensién caolin - pectina con antibiético

Caolin

Pectina
Bentonita
Metilcelulosa
Antibidtico
Agua purificada

Polvo Dietético

Caseinato de calcio
Metilcelulosa
Levadura

Vitaminas

Olor y sabor

Comprimidos vitaminicos masticables

Manitol

Vitaminas
Estearato de calcio
Agua purificada

Grageas polivitaminicas

Estearato de calcio
Vitaminas

Gelatina

Gomas sellantes
Agua purificada

Cépsulas de grenetina con antibidtico

Lactosa

Talco

Estearato de magnesio
Cépsulas vacias
Antibiético



Caracteristicas de Salmonella sp.

SegGn el Manual de Berge§rl,'14)este microorganismo estd compuesto por
dos grupos de cepas. Una que afecta tanto al hombre como a los
animales y el otro grupo que afecta al hombre o a los animales. lLa
importancia del género Salmonella es obvia pues tanto el hombre como
los animales est&n propensos a contraer enfermedades causadas por
este microorganismo., En este mismo Manual se define a la Salmonella
como bacilos gram negativos, unicelulares y en forma de bastones, no
esporulan, con didmetro menor de dos micras, usualmente son méviles,
aln cuando también se presentan formas sin motilidad. Son aerobios,

heterbtrofos, crecen bien en agares de infusién de came.

Las Salmonelas son agentes etiolégicos para determinados estados pato
légicos, tales como gastroenteritis, fiebre paratifoidea y la fiebre
tifoidea cldsica. Aln cuando son pardsitos principalmente del intestino
se han reportado varios casos de infecciones extraintestinales. Su
presencia nos indica contaminacién con heces fecales, o por medio de

portadores sanos del microorganismo. (1, 2, 4, 5, 6, 7).

L
Caracteristicas de Pseudomonas aeruginosa

Las Pseudomonas son bacilos gram negativos, unicelulares, no esporulan

rectos o ligeramente curvos. Son microorganismos de menos de dos
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micras de didmetro, son métiles con flagelos polares, o no métiles
(casos raros). Son aerdbicos pero pueden crecer bajo condiciones
anaerdbicas, Un gran niGmero de especies producen pigmentos solubles
en agua y otros que son florescentes, como la piocianina y la floreceina

que se difunden en el medio produciendo colonias blanco-difusas.

Ps. aeruginosa, a menudo contamina heridas quirGrgicas, quemaduras,

infecciones &éticas y en el esputo del paciente bajo tratamiento con
antibiético. Ps.aeruginosa es una causa comin en infecciones en el tracto
urinario siguiendo la intervencién instrumental en la uretra, causa la

diarrea epidémica en los nifios. La Colagenasa elaborada por Ps. aeruginosa
puede causar la pérdida ocular como consecuencia de algin dafio traumé

tico sufrido por la cérnea. Es un patégeno comunmente encontrado en los
hospitales, el cual puede causar infecciones sisteméticas en individuos

con resistencia baja. (1, 2, 4, 5, 6, 7, 20)

Caracteristicas de Escherichia coli

Son microorganismos unicelulares, no fotosintéticos, no esporulan, son
bacilos gram negativos con didmetro menor de dos micras, son métiles
mientras otros carecen de movimiento. Son aerdbicos, heterbtrofos,
fermentadores activos de los carbohidratos. Muchas especies son
saprofiticas mientras que otras especies habitan en el intestino como parte

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

=] Jess



general se encuentra en el intestino humano, razén por la cual al
hacérsele el examen bacteriolégico al agua, la presencia de E.coli en
ella nos indica la contaminacién por excrecidén fecal, por lo tanto, no
estd en condiciones para el consumo humano. En ocasiones puede
causar cistitis, peritonitis, cuando logra llegar a la vejiga y peritoneo

respectivamente. (1, 2, 4, 5, 6, 7).

Caracteristicas de Estafilococos aureus

Son microorganismos unicelulares esféricos, gram positivos, no esporulan,
no fotosintéticos, no métiles, su didmetro es de 0,5-1.0 micra. Su
crecimiento es aerdbico y anaerdbico facultativo. Se encuentran como
células individuales formando cadenas o en su forma caracteristica que

es semejando racimos de uvas.,

Crecen en medios no enriquecidos y en presencia de altas concentraciones
de NaCl (7.5-10%). Pueden producir pigmentacién que varia del blanco
al naranja o del amarillo al dorado. Puede ser Beta hemolitico en

gelosa sangre. Las cepas patogénicas son capaces de coagular al plasma
sanguineo; aproximadamente el 97% de los estafilococos asociados con

procesos patolégicos en el hombre, son capaces de elaborar esta enzima.

S. aureus es la causa comln de barros, carblnculos y otros padecimientos

purulentos., (1, 2, 4, 5, 6, 7).

-12-



METODOS PARA LA DETECCION DE IA CONTAMINACION BACTERIANA

FUNDAMENTOS DEL METODO

Este método es capaz de detectar en su mayoria a bacterias y

hongos heterétrofos y en menor proporcién Salmonella sp.,

Escherichia coli, Estafilococos aureus y Pseudomonas aeruginosa

viables en materias primas y productos farmacefticos.

El método consiste de los siguientes pasos:

1.

Tamafio de muestra, nimero de muestras y métodos de preparacién
para cada materia prima y producto.

Estimacién del nimero total de todos los microorganismos

que producen crecimiento visible en Agar Soybean-Casein digest
a 30-35°C con 2-7 dfas de incubacién.

Fase de enriquecimiento por 24 horas no selectiva, para aumentar
el nGmero bajo de los cuatro microorganismos patégenos mencio
nados anteriormente, a niveles fécilmente detectables en la

fase selectiva de enriquecimiento.

Fase de enriquecimiento de 24 horas en agar selectivo
diferencial.

Una serie de pruebas auxiliares, morfolégicas y bioquimicas

para determinar la presencia o ausencia de los patdégenos

mencionados en las muestras con duda de ser positivas.

=1 8=



Procedimiento de inoculacién deliberada de una muestra de
cada materia prima o producto con aproximadamente 50-100
células viables de los microorganismos mencionados, anali
zdndose esta muestra de control simultdneamente con las
muestras en prueba. ( Blancos positivos )

Se incluyen dos planes de muestreo en el método, uno para
materias primas y el otro para productos terminados.

(Ver Seccién 1II)

El muestreo para materias primas estd basado en la suposicién
de que la contaminacién en la materia prima no es uniforme,
por esta razén se toma un nGmero determinado de muestras de
todo el lote para que éstas sean mezcladas, toméndose de aqui
la cantidad necesaria para el ensayo. Este procedimiento

aumenta la probabilidad de detectar contaminacién.

El plan de muestreo para producto terminado estd basado en

la suposicién de que la contaminacién es uniforme en todo el
lote debido al mezclado de las materias primas durante los proce
sos de manufactura, aunque de hecho también se puede intro
ducir contaminacién no uniforme por el personal en los pasos

de manufactura y acondicionamiento, asi como por el material

de empaque.

==
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a) Inicialmente analizar para ver el niimero de microorganismos
y existencia de patégenos, en cada lote de materias primas
asi como de producto.

b) Si se encuentran menos de_l_g(_)_ colonias de microorganismos
por gramo y ausencia total de patégenos tanto en materias
primas como en producto, se puede considerar un plan de
muestreo menos riguroso, en el cual uno_de cad'a cAi’n_p_o lotes

es analizado o uno de cada diez.
O = —

% MUESTREO

A, Materias primas y producto en proceso

El muestreo de las materias primas se hace de la siguiente

manera:

1. Sacar raiz cuadrada del nimero total de cufietes, costales
o de envases en los cuales se encuentra la materia prima.

2. Sacar la muestra al nimero de unidades establecido,

guérdese ésta en un recipiente sanitizado, mezclese bien.

El muestreo de productos en proceso se hace de la siguiente

manera:
1., Tomar unos gramos de cada cuiiete y mezclarlos bien en un

recipiente sanitizado.

=1 5=
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B. Producto terminado

1. Seleccionar 10 paquetes o unidades de producto terminado
de cada lote (tres del principio, tres de la mitad y tres
del final del lote, durante el proceso de acondicionamiento)

2. Preparar la muestra para ensayo utilizando aproximadamente
la misma cantidad (materia prima, producto en proceso o
producto terminado) de material, tratédndose segln se indique
en la técnica para la preparacién de muestra (Seccién III)
(Seccién 1V)

3. La alfcuota para cuentas bacterianas deberd tomarse antes

que la alicuota para patégenos.

<1 Gi=



III. PREPARACION DE MUESTRAS PARA E. coli, Salmonella,

S. aureus y Ps. aeruginosa

1.

Cantidad de materia prima o de producto utilizado

Las siguientes cantidades fueron utilizadas para preparar la
muestra:

Grageas, 10 unidades por lote, por ensayo

Cépsulas, 10 unidades por lote, por ensayo

Polvos vitaminicos, 10 gramos por lote, por ensayo
Suspensiones, 10ml por lote, por ensayo

Agua, 10ml por ensayo

Método A

(Para muestras féciles de disolver o suspender)
Pasar la muestra a un matraz Erlenmeyer estéril, en condiciones
asépticas. Adicionar 300ml de caldo para ensay.o‘de antibiéti
cos * estéril (adicionar el inéculo ! de control a la muestra,
para control positivo, durante este paso.)
De este paso en adelante, tratar a la muestra de ensayo asi
como al control positivo de la misma manera (Ver No. 3)
2.1. _Método B.

(Para muestras dificiles de suspender)

Pasar muestras a un vaso de licuadora estéril. Adicionar

300ml de caldo*, simultdneamente preparar un Blanco

-] 7=
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Positivo y proceder a homogenizar. De aqui en adelante,

tratar la muestra para el ensayo asi como el control positivo

de la misma manera (Ver No. 3)

2.2,

Método C.

(Para muestras que inhiben el crecimiento de microorganis

mos )

i. Preparar muestra por Método A, o por Métido B.
Verter la muestra disuelta o suspendida en un vaso
de aparato milipore con su membrana 0.45 micras,
estériles. Aplicar vacio.

ii. Cuando falte 1 6 2ml de pasar por la membrana, adicio
nar 25-50ml de caldo* al vaso milipore para enjuagar
paredes del mismo asi como la membrana.

iii. Cerrar vacio al ver que haya terminado de pasar el
liquido, sin dejar que se seque la membrana, quitar
membrana con pinzas estériles y meter a un matraz

Erlenmeyer con 300ml de' caldo* (Ver pasd 4)

Ajustar el pH de la mezcla (verificar que la muestra se encuentre

debidamente suspendida o disuelta), debiendo estar éste entre

6.5 -7.,5. La lectura se puede hacer con papel indicador

o con potenciémetro, de no estar dentro del rango indicado,

ajustar con HCl o NaOH concentrado.

] B



/.
Incubar muestra con agitacién durante 18-24 horas a una tempera
tura de 35-37°C. La agitacién fue de aproximadamente 200 RPM.,
Esto se llevé a cabo con un agitador Burrel y con un Bafio de
agua a temperatura constante.

Notas
1) El inéculo fue de aproximadamente 100 microorganismos

viables/ml

*  Antibiotic Assay Broth (BBL) (2)

Terminado el perfodo de incubacién no selectiva, pasar a la
siguiente etapa que es la selectiva, la cual estd descrita en
" El cuadro sinéptico de procedimientos para tipificacién de

E. coli, Salmonella, S. aureus, Ps. aeruginosa.

Nota:
Se trabajé con una suspensién de Caolin-Pectina que contiene

un antibiético, ésta presentd algunos problemas para aislar
los microorganismos indeseables mencionados del Blanco
positivo. Es decir, este método es una modificacién del
Método C, que se utilizé exclusivamente para este producto
y es como sigue:

"Técnica para detectar patégenos en suspensién Caolin-Pec
tina con antibiético"

Como es posible que los microorganismos queden adsorbidos

en la materia prima de la suspensién, se hizo lo siguiente

=19=



en el Blanco Positivo:

1, Inocular muestra para Blanco Positivo con 1ml de
suspensién de células (apmximadameﬁte 100 microorganismos
/ml) del patégeno en estudio. De este paso en adelante,
tratar la muestra para ensayo as{ como al Blanco Positivo
en la misma forma.

2. Afadir 10ml de la suspensién en un matraz Erlenmeyer
que contenga 90ml de Solucién salina isotbénica estéril,
agitar mezcla (obteniéndose una dilucién de 1:10)

3. Dejar reposar durante 30 minutos, para que sedimenten
sbélidos, al cabo de este tiempo eliminar sobrenadante.

4, Agregar 100ml de Solucibén salina isotbénica estéril al sedi
mento, agitar otros 30 minutos.

5. Pasar suspensiones asépticamente a tubos de centrifuga
estériles, centrifugar durante 15 minutos a 1500 rpm.

6. Filtrar sobrenadante con filtro milipore estéril usando
membrana de 0.2 micras, sin dejar que se seque la
membrana, efectuar dos lavados de 100ml con sol peptidica
estéril,

7. Sembrar membrana en caldo* e incubar durante 18-24 hrs.
a 35-37°C con agitacién (200 rpm)

8. Proseguir con fase selectiva.
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PREPARACION DE
MUESTRAS PARA
E. coli
Salmonella

S. aureus

Ps. aeruginosa

METODO A

METODO B

METODO C

Para muestras féciles de

disolver o suspender.

Para muestras dificiles de

suspender

Para muestras que inhiben el

crecimiento de microorganismos

Malta

Caolin

Caseinato de calcio
Lactosa

Almidén

Sorbitol

s

Pectina

Goma sandaraca
Metilcelulosa
Talco
Tragacanto
Levadura

Goma arébiga

!

( Cépsulas con antibiético

Suspensién con antibiético




PREPARACION DE
MUESTRAS PARA
CUENTAS BACTE
RIANAS

METODO D

METODO E

METODO F

Para materias primas y productos

faciles de disolver o suspender

Para materiales dificiles de

suspender

Método de filtracién por

membrana

Caolin

Caseinato de calcio
Vitaminas

Lactosa

Almidén

Malta

Sorbitol

Pectina

Goma sandaraca

Higado desecado
Metilcelulosa

Talco

Tragacanto, goma arébiga
Levadura

Cépsulas con

antibidtico

~J
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PREPARACION DE LA MUESTRA PARA IA CUENTA DE BACTERIAS MO

Ao

Método D.

(Para materias primas y productos féciles de disolver o

suspender).

1,

Asépticamente transferir 10ml, 10g 6 10 unidades de muestra
a 90ml de amortiguador de fosfatos pH 7.2, para -obtener
una dilucién de 1:10.

Diluir sucesivamente para obtener diluciones de 1:100 y
1:1000 de la muestra.

Asépticamente transferir 1ml de cada dilucién a cuatro cajas
de Petri estériles respectivamente, (de la dilucién 1:100
preparar dos cajas petri) éstas debidamente identificadas.
Adicionar de 15-20ml de Agar de Soya Tripticase estéril, a
las cajas petri con las diluciones 1:1000 y a una de las de
dilucién 1:100, mezclar y dejar solidificar.

Adicionar de 15-20ml de Agar Dextrosa Sabouraud a las dilu
ciones de 1:10 y la restante de 1:100, mezclar y dejar
solidificar.

Incubar las cajas de A,S.T.* a 30-35°C durante 48 hrs, al
cabo de las cuales registrar el nimero de bacterias. Incubar
las cajas de A,D.S.** a 20-25°C ( temperatura ambiente),
durante 7 dias, al cabo de los cuales hacer la cuenta de

hongos y registrar.

DB



Nota
Para las suspensiones de Caolin-Pectina (nicamente se

utilizé la dilucién de 1:10 tanto para bacterias como para
hongos, inclusive en ocasiones se ensayé sin hacer dilucién,

por el bajo nimero de microorganismos viables,

B. Meétodo E.

(Para materiales dificiles de suspender)

1. Transferir asépticamente 10 unidades de material a un frasco
de licuadora estéril y adicionar 90ml de amrotiguador de
fosfatos pH 7.2 . Licuar alrededor de 1 minuto, esta dilucién
corresponde a 1:10, preparar dos diluciones de 1:100 y otra

de 1:1000 de la misma muestra.

2. Seguir pasos del 3-7 del Método D.

* Agar Soya Tripticase (2)

** Agar Dextrosa Sabouraud (2)

C. Método F.
(Método de filtracién por membrana )
Este método fue utilizado exclusivamente para las cSpsulas
con antibiético.
1. Efectuar el primer paso del Método E, es decir, licuar
10 cépsulas ..... etc., pero en lugar del amortiguador
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i
de fosfatos, utilizar Solucién Peptona *** estéril, hacerlo
por duplicado.
Mezclar y filtrar por milipore con membrana de 0.45 micras,
a las cuales se les antepone un prefiltro (todo estéril).
Enjuagar los filtros con dos lavados de 100ml de solucién de
peptona estéril.
Sacar membranas del milipore con pinzas estériles y colocar
una de ellas en una caja petri como medio AST * ya prepara
do, hacer lo mismo con la otra membrana pero ésta colocarla
en medio ADS **,
Incubar cajas con medio AST a 30-35°C durante 48 hrs al
cabo de las cuales contar el nGmero de bacterias, incubar
medio ADS a 20-25°C durante 7 dias, al cabo de los cuales

hacer el recuento de colonias de hongos.

* Agar Soya Tripticase (2)

*k Agar Dextrosa Sabouraud (2)

*%% Peptona es un medio de sostén, contiene nitrégeno
en una forma fécilmente disponible para los requerimien
tos de crecimiento de la bacteria. Contiene un alto
indice de amino &cido y cantidad minima de proteasa
pH 7.0
Experimentos de Bulhman (10) indicaron que la adicién

de pequeiias cantidades de peptona a soluciones salinas
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isoténicas ayuda en la sobrevivencia y germinacién
de microorganismos, especialmente en el caso de

que estén dafiados. e

=G G



10 envases
por lote

Solucién salina
Isotbnica

PROCEDIMIENTO PARA CUENTAS BACTERIANAS EN ENVASE

En condiciones
asépticas, agregar
3ml a cada envase

O

1ml

Agitar

Sacar de
cada envase

1ml

Para bacterias

10cajas

Petri

incubar48 hrs
35-37°C

Para hongos,

10cajas
Petri

15ml medio
A.D

incubar?7 dias
20-25°C

* El nGmero de (microorganismos) colonias por caja Petri se multiplica por tres.

Lec
tura

Lec
tura



FASE
SELEC 3
TIVA

AGAR MACCONKEY

E. coli

AGAR CETRIMIDA

Ps., aeruginosa

AGAR VERDE
BRILLANTE

Salmony

AGAR VOGEL
& JOHNSON

S. aureus

*(2,3,4,7,914)

Incubar Caracteristicas de las colonias
18-24 hrs

35-37°C

zona precipitada de bilis alre
\dedor de las colonias

Bacilos gram negativos

Colonias pequeiias color crema
olor a uvas agrias. Desarrolla
florescencia a temperatura
ambiente visible con luz ultra
violeta, Bacilos gram negativos

Incubar
18-24 hrs
35-37°C

Incubar Colonias pequefias transparentes

18-24 hrs que van desde incoloras hasta

35-37°C rosa frecuentemente rodeadas de
zona de color rosa o roja.
Bacilos gram negativos

Incubar Colonias negras rodeadas de

18-24 hrs zonas amarillas

35-37°C Cocos gram positivos

CUADRO_SINOPTICO DE PROCEDIMIENTOS PARA IDENTIFICACION DE

/l/ Colonias color rojo ladrillo con ‘

[Pruebas Confirmativas

2

1,
2y
i

[
PR

E. coli, Salmonella, S. aureus y Ps. aeruginosa

Agar EMB

Caldo lactosado
Caldo cistina selenita
Caldo tetrationato

Citocromo oxidasa (discos taxo-N-BBL
Agar F
Infusién cerebro corazén

Agar xilosa lisina desoxicolato

Agar bismuto sulfito

Agar tsi

Antisuero salmonella "o" polivalente
Fermentacién de lactosa neg.

Caldo dulcitol

Tincién de gram
Prueba de coagulasa
Fermentacién de manitol



PRUEBAS CONFIRMATIVAS

PARA E. coli
1. E.M.,B, (2,7,9) (2,4,7,8)
2. Sembrar muestra en Caldo Lactosado ( Método A, B, Ci)
incubar 48 hrs.

2ud Transferir 2ml de Caldo Lactosado incubado a un tubo de

10ml de Caldo Tetrationato (més 0.2ml de lugol) y a un

tubo de 10ml de Caldo Cistina Selenita respectivamente.

Incubar caldos a 34-37°C durante 24 hrs. (2,7)
2.2 Sembrar en placas Verde Brillante y MacConket, incubar

e interpretar (2,3,7)

PARA Pseudomonas aeruginosa

1. Citocromo Oxidasa: Discos Taxo N (2)

2. Agar'G (2)

3. Infusién Cerebro Corazén: (2, 8)
Inocular tubos inclinados con Agar de Infusién de Cerebro Corazdn,
con un cultivo puro. Incubar los tubos a 41°C en bafio de
agua.- El 99% de las cepas de Ps aeruginosa producen creci

miento visible a esta temperatura dentro de las 48 hrs.

PARA Salmonella sp.

1. Agar Xilosa Lisina Desoxicolato (2, 3,9)

2. Agar Bismuto Sulfito (2,3,9)



3. Agar TSI (2)
4. Antisuero Salmonella '0' polivalente (2,7)

5. Agar DLSI (2)

PARA S. aureus

1. Tincién de Gram
2. Prueba de la Coagulasa (2,7)

3. Fermentacién del Manitol (2)
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RELACION MICROBIOLOGICA DE MATERIAS PRIMAS

No. de Cuenta de Cuenta de
Lote Descripcién  Bacterias Hongos E. coli Salmonella S, aureus  Ps. aeruginosa Observaciones
125 M Almidén 985 col/g 140 col/g Ausentes Ausentes Ausentes Ausentes Hemolisis
252 M " 80 * 10. * o " " ¥
299 M " 50000 " 100 " " " " " Hemolisis
379 M " 900 " 100 " i " i .
461 M " 3300 " 100 ™ Y z & v
58 N " 60 " 30 * i & = L Tindalizado
168 N o 550 " . 440 " Presentes  Presentes g =2
264 N 2 700 " 275 " Ausentes Ausentes 4 ¥
485 M Caolin 500 col/g 20 col/g a ¥ H 3
498 M i 60 " Lo/ e " o L
26 N A 200 " 1700 " " i . s Hemolisis
47 N 3 500 " <100 * " - o &
101 N e 1000 " £ A0 . ¥ " L
157 N Y 70?0 5E 30 - " o #
194 N b o0 * £ 10 ™ v " e "



CION MICROBI A P

No. de Cuenta de Cuenta de
Lote Descripcién _ Bacterias Hongos E, coli Salmonella S, aureus Ps. aeruginosa Observaciones

90 M Caseinato de 200 col/g 10 col/g Ausentes  Ausentes Ausentes Ausentes

Calcio

123 M . 8o " <10 " g # & e
138 M d 600 " 10 " " u M & Hemolisis
241 M L 1000 " 10 ™ ) P M 2
442 M L 550 * 10 " L Y o "
473 M g 70 ™ <10 " a " ¥ -
518 M i 100 " 0 * o X g &
519 M o 40 " <10 ° " " i L

87 N i 2500 " 1600 " L H # " Hemolisis

88 N ¥ 650 " 40 " i = " &
566 L Extracto de 9800 " 10 4 4 k. i

Levadura
9 ¥ 200 " 18 * " 4 K "

91 M " 4050 " 2ol ® " A E L
413 T u 458000 " i i o . & " Hemolisis
173 M u 7500 " To v . . " %
420 T . 600 " 1200 ™ it g 2 Y



RETACION MICROBIOLOGICA DE MATERIAS PRIMAS

No. de Cuenta de Cuenta de
Lote Descripcién Bacterias Hongos E, coli Salmonella S. aureus Ps. aeruginosa  Observaciones
2 N Extracto de 200 col/g 10 col/g Ausentes  Ausentes Ausentes Ausentes
Malta
3 N " 550 " 10 " 4 U " "
172 M " 750 " <10 " Z L " "
226 N " 1000 " 10 " . i " "
89 M Lactosa 200 " 10 " " " "
240 M i 100 " Z 100 " i " ' " "
279 M . < 100 " <10 " " i " " ~
434 M “ Z 100 " L0 * U] " " "
11 N ¥ Z.1000 ™ 210 * " “ " “
431 M Lecitina en 100 " <10 * L u " "
Polvo
397 M Levadura 300 " 10 " " " " "
529 M " <100 " <10 " u " " "
7 M Malta 900 " 10 * u L " "
64 M " 100 " 1o .» " " " "

282 M n ) 100 " 10 " " " " "



No. de Cuenta de
Lote Descripcién __ Bacterias
302 M Malta 100 col/g
387 M u 100 "
103 N " 100 "
94 T Pectina 100 "
Citrica
206 M i 100 "
367 M Y 100 "
28 N " 1200 "
160 N . <100 "
207 4 <100 "
15 N Colorante <100 "
Rojo
194 M Sorbitol Sol. 30 "
252 M E ¢ 100 "
490 M . ¢ 100 "
4 N Sorbitol < 100 "
Polvo
147 M Vitamina B12 14300 "

C

Cuenta de
Hongos

30 col/g

10

10

10
10
10
10

<10

<10

10

£10

<10

30

R

E, coli

Ausentes

A D P
Salmonella S. aureus  Ps. aeruginosa _ Observaciones
Ausentes Ausentes Ausentes
" " "
" " "
" " "
e o * Hemolisis



RELACION MICROBIOLOGICA DE MATERIAS PRIMAS

Desecado

No. de Cuenta de Cuenta de )
Lote Descripcién Bacterias Hongos E, coli Salmonella S. aureus Ps. aeruginosa Observaciones
160 M Gelatina 200 col/g 20 col/g Ausentes Ausentes Ausentes Ausentes
8 M Goma 50 " 20 " " " " "
Sandaraca
100 M Goma Guar 650 * 600 " - & = & Hemolisis
162 M Goma 220 10 * L 7 = L
Ardbiga
288 M Goma 60 " 4 10 n " n " "
Sandaraca
348 M Goma 100 " 10 * . 2 . £
Sandaraca
479 M Goma 3400 " £ 10 % % " i Heméblisis
Sandaraca
510 M Goma 1150 * o * 2 o " L
Arébiga
38 N Goma Vee 700. ¥ 900 * 1 = " Y Hemolisis
90 N Goma 200 " ¢10 n " " " "
Arébiga
167 M Higado 590 ™" 200 M M " " o
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Areas de Exposicion de Placas.

0-200 col/placa.
0-50 col/placa.

Bacterias. gg

Hongns,

Tl

Julio de 1974

Nbservacinnes.
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Control Microbioldgigo - Relacion Promedio de Colonias de Microorganismnss. -

: I i : Promedio de Colonias
10¢ i QU S S SRR i . Bacterias  Honeos
; i : e Clave.
H out SRR a8 1 b : I
w e ws v i
t 55 Iogeihaas baassdasssoastaacias :
L ; I.Envases Vacios | 1lcol/Fco 4.col/Feo
- i R
i 1 g R II.Medis Ambiente
il f i:’l : : de las Etapas
i I : del Proceso.
&60 R B H
2 i L Surtido de .
‘Sﬁﬂ ! E HH H b Materias Primas 30col/placa ok
o it 3 [0 = HH :
T H3H ]E H T
s ’f; i Hi Hith HH G Bt 20 " 1 "
B i Saisessaceits H Depto. de . Polvos ::
S o T O gans .
'C i'l i Hit! i it st -:E » 1"
% g HHH Hias e Acondicionamiento. 2. 0
i . III.Envases con
i {3 Producto. 300 col/g 10 col/g
1, '
_% {ﬁ IV,Envases con
t ; Producto,
o e Muestras de Reten- gy
111 -ci6n. afio. 1970 ol e
1971 40 " 26"
Bacterias. wm io72 67 " < 10 1
Hongos, e ' 1973 310 " 3 e
Ty .
Observaciones MN._136

menticio

en polvo
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Control Microbioldplco

Bacterias. g
Hongons.,

Observaciones MN_134

—Complemento alimenticio

en_polvo

Relacion Promedio de Colonias de Microorganismns.

Clave.

I.Envases Vacios

II.Medi»> Ambiente
de las Etapas

del Proceson,

Surtido de
Materias Primas

Depto. de . Polvos  :

Acondicionamiento.

III.Envases con
Producto.

IV,Envages con

Producto,
Muestras de Reten-
-cion, afio. 1970
v 1971
1972
1973

Promedio de Colonias

Bacterias Hongos
|18 col/Fcol & 10 col/Fco_|
23col/plac 3 col/placd
59 " 3 "
25 " 2 ”
100 col/g | £40 col/g |
80 col/g 29 col/g |
40 ”n 26 —-|'
67 " < 10 1
310 " 3 ”n




Control Microbiolépigo Relacion Promedio de Colonias de Microorganismos. -

Y TR

Promedio de Colonias
Bacterias Hongosg

Clave.

i I.Envases Vaclos 15.Col/Fco___6 Col/Fco.

II Medi» Ambiente
de las Etapas
del Procesn,

e T ey ==s
ass

< !

= : Surtido de

o5 1111 Materias Primas 39 col/plac 3 col/placd
= 28

3 Depto. de . Polvos .: 17 U 1 -

? 1 ';...

¢ i Acondicionamiento. 30 " 2 "

T

TS Sebeasposes
t b
BHHHfHHﬁHW(*ﬂW“M-WP

I1I.Envases con

100 col/g |4 O col/g

Producto.
E IV,.Envas es con
8 i & Producto,
v e *  Muestras de Reten-
3l " 1 2o % -cidn, afio. 1970 60 col/g 29 col/g
5 ' : " 1971 a0 " 26 &
, Wm . . "
?;terias - . , , 1072 a7 < 10 oo
ongos, e 1973 310 " 3 =
: & | .
Nbservaciones MN 135 d e

Complemento alimenticio ‘

en _polvo.

»
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Relacion Promedio de Colonias de Microorganismns.

Control Microbiolépico

Promedio de Colonias
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Complemento., alimenticio

en polvo.

Observaciones
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Control Microbiolopico
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Control Microbioldégigo

-

T 3 215;73“
838883121

seaszflssis:

=)

(<]}

(:N
>

cnlonias/placa

Bacterias, W

Hongos,

Observaciones MN__47

14 ici

en _polvo

Relacion Promedio de

Clave.

1.Envases Vacios

II ,Medi» Ambiente
de las Etapas

del Pronceso.

Surtido de
Materias Primas

Depto. de ' Polvos .:
Acondicionamiento.

III.Envases con
Producto.

IV,Envases con

Producto,
Muestras de Reten-
-cion. afio. 1970
L 1971
1972
1973

Colonias de Microorganismns.

Promedio de Colonias

Bacterias® Hongos
¥
9 col/Fco 6_col/Fco
25¢col/placd OcolXZplaca
27 i 3 "
55 o 4 i
300 col/g | €10 collg
60 col/g 29 col/g
47 » 26 A
67 . £ 10 "o
310" .




100

’

s/placa

colonia

Control Microbiolépigo

Bacterias. WA
Hongos. o2

Observaciones ____ __  MN45___
———Complementa alimenticio

en polvo,

Relacion Promedio de Colonias de Microorganismns. -

Clave.

I.Envases Vacios

II .Medi» Ambiente
de las Etapas

del Proceson,

Surtido de
Materias Primas

Depto. de '

Polvos - -

Acondicionamiento.

III.Envases con
Producto.

IV.Envaseées con
Producto,

Muestras de Reten-

-cion. afio.

1970
1971
1972
1973

Bacterias

Promedio de Colonias
Hongos

10 co01/Fco

3 co1/Feo

23 _col/plac

0 col/placa

29 " 3 "
54 n 4 o
200 col/g 0 col/g
60 _col/g 29 col/g
40 " 26 "
67 " €10 "
310 " 3 "
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cnlonias/placa

Control MlcrobiolépiﬁP

10 ofeip
0 + a1
Bacterias.

Hongns.

- -I“
Nbservaciones

con _antibiotico.

MN 291

Relaci6n Promedio de Cnlonias de Microorganismns.

Clave.

I.Envases Vacios

II,Medi» Ambiente
de las Etapas

del Prncesn,

Surtido de
Materias Primas
/

Depto. de Liquidos -
Acondicionamiento,

III.Envases con
Producto.

IV.Envaces con

Producto,

Muestras de Reten-

-ciébn, afio. 1970
1971
1972
1973

Promedio de Colonias

Bacterias Honegosg
<3 colééa 3 co{/ébo-

32 co]/b/acg

3 co],é]acd

B “

18 . 4 "
11 eol/m) | 4 10col/m}
580col/m]| 106 cal/i
734 - 21 4
<100 - [<10 =
< 100 - 10 5




Control Microbioléei

SP

Seol=

cnlonias/pla

Bacterias.

n
(=]

+H

w4

Hongns,

Observaciones

eitaiia
1
1

" My 299

con antibiotico

g o Cadi Bk

Relacién Promedio de Cnlonias de Microorganismos.

Promedio de Colonias
Bacterias Honegonsg

<3 caV

Clave.

< 3 co]/;:,,,

I.Envases Vacios

II.Medi» Ambiente
de las Etapas
del Prncesn,

Surtido de
Materias Primas o0 eo//nﬁa; 2 COIJ/DAC&
st 3 .t
Depto. de Liquidos - 1
Acondicionamiento. 14 “
III.Envases con J/ £ /
@
Producto. a ]0 “/'/ jO /'/
IV.Envaces con
Producto,
Muestras de Reten- 1
-cion, afio. 1970 |.$ cal J_Q‘;__QQ_/L":‘_d
1971 | 134 . 21 =
1972 |4l00 = <10 -
1973 [<£100 0 =




aca

1

cnlonias/p

Chrntrol Microbiolégiqo

1z ' 1 111 v
Bacterias. ‘
Hongos.,
: ~
Observaciones MN 67

con antibiotico.

Relacion Promedio de Cnlonias de Microorganismyns.

Clave.

I.Envases Vacios

II.Medi» Ambiente
de las Etapas

del Proncesn.

Surtido de
Materias Primas

Depto. de Liquidos:
Acondicionamiento.

III.Envases con
Producto.

IV,.Envages con

Producto.
Muestras de Reten-
-cion., . afie. 1970
. 1971
1972
1973

Promedio de Colonias
Bacterias Hongos

v

2 col/Fco 1 col/Fco

29ccl/placsd 4col/plac

Vi " 2 1

10 v - I

2 col/ml | £10 ecol/ml

580 col/ml | 106 col/m
| 134

L i 5) (R L

100 v [¢10 v
Eioo " 10"




colonias/placa

Control Microbiolégiqo

11 T, 111 1v

Bacterias. em
Honpns, . B

Nbservaciones MN&R

Suspension Caolin-Pectina

con antibiotico.

Relacion Promedio de Colonias de Microorganismos. -

Clave.

I.Envases Vacios

II.Medins Ambiente
de las Etapas

del Prncesn,

Surtido de
Materias Primas

Depto. de Liquidns:
Acondicionamiento.

III . Envases con
Producto.

IV .Envasses con

Producto,

Muestras de Reten-

-cion, afio. 1970
1971
1972
1973

Promedio de Colonias

Bacterias Hongns
1
1 col/Fco 3col/Fco.
10col /placal 3col/placa
28 " 8 "
23 " l "
100col /ml lOcol/hl_
(580 col/ml| 106 _col/ml
134 " 21 "
100 "o 10 "
100 " 10 "




Control Mlcrobiolégiqo

I 5 B B e 1v
Bacterias. m
Honpos,
. .r,
Observaciones MN 234

e ~aolin E .

con antibiotico.

Relacion Promedio de Colonias de Microorganismns.

Promedio de Colonias

Bacterias Hongos
Clave.
I.Envases~Vacios‘ 3 qol/ch 3 col/Feco
II.Medio Ambiente
de las Etapas
del Prncesn.
Surtido de
Materias Primas 25col /placal 2col/placa
" "
Depto. de Liqutdos: 39 3
Acondicionamiento. 16 " 2 “
III.Envases con
Producto. 3 col/ml £10 col/ml
IV,.Envases con
Producto.
Muestras de Reten-
-ci6n. afio. 1970 580 col /ml
g 1971 134 "
1972 | 4100 !
1973 <100 i ]




Control Microbioléﬁiqo

11 1, 111 v

Bacterias,
Hongos,
s
Observaciones MN_194

Suspension Caolin-Pectina

con antibiotico.

Relacidon Promedio de Colonias de Microorganisnns.

Clave.

I.Envases Vacios

II ,Medi» Ambiente
de las Etapas

del Procesn,

Surtido de
Materias Primas

Depto. de Liquidons-
Acondiclonamiento,

III.Envases con
Producto.

IV.Eavas es con

Producto,

Muestras de Reten-

-cion. afio. 1970
1971
i972
1973

Promedio de Colonias
Bacterias Hongos

1/F
|4 col/Fco 1 col/Feco

23col/placaj Ocel/ml |

43 v 5
lo " 6 "
100col/mll 1 col/ml |
|
| _580col /ml | _1Q6col/ml]
134 v 21 "
?16(-) " < 10 n
100 ™ 10




80

70

colonias/placa

Control

Microbiolés}qo

D
=

o
o

5
2

)
=
>

1d,

Bacterias.
Hongos,

Observaciones

1 A i

~

MN_190

Suspension Caolin-Pectina

con antibiotico.

Relacion Promedio de Colonias de Microorganismns. -

Clave.

1.Envases Vacios

II .,Medi» Ambiente
de las Etapas

del Prncesn,

Surtido de
Materias Primas

Depto. de Liquidos:
Acondicionamiento.

III.Envases con
Producto.

IV,.Envases con

Producto,

Muestras de Reten-

-cion, afio. 1970
1971
1972
1973

Promedio de Colonias

Bacterias Hongos
5 col/Fco 3 col/Fcol
l4col /plachk lcol/placa
8 " 0 "

51 " 2 "
100col /ml 2col/ml
580c¢ol /ml 106c0l /ml
134 ¢ 21 :
€100 " £ 10 X
100 " 10 "




Control Microbiolégico Relacion Promedio de Colonias de Microorganismns.

a7
.;:

1
it

Promedio de Colonias
Bacterias Hongros

T TTETT TOTHT
T

{1

it

Clave.

‘ I
I.Envases Vacios 11 col/Fco 3 col/Fco

II .Medi» Ambiente
de las Etapas
del Pronceso,

S

[

18] .

- Surtido de

~

Lo Materias Primas | 57col /placyd 3col /placa
-

- ] "
E Depto. de Liquidns: 13 - 4

S 40

~— .

e’ " "
- L Acondicionamiento, 29 °

w
=

T

I1I_Envases con
1 col/ml
Producto. 3 col/ml 1 Vi

Sy = smas saus

S SR Rt

Sy v

IV.Envages con

Producto,
Muestras de Reten-
11 1, 111 v -cion, afio. 1970 580 zal/mll 106, col Zul
1971 | 134 °» 21 L A
Bacterias., sm 1972 [€100 " & 10 :
Banges., o3 ‘ 1073 |€100 " {10
~
Observaciones MN 233

Suspension Caolin-Pectina
con antibiotico.




Control Microbicléeigo Relacion Promedio de Cnlonias de Microorganismns. -

Promedio de Colonias
Bacterias Hongos

Clave.

3 COI/FCO 4001/FCO‘

I.Envases Vacios

II.Medi» Ambiente
de las Etapas
del Procesn,

(0]
.
< Surtido de
£ Materias Primas 17col /placa 3col/plac
o
;: 16 n 3 "
= Depto. de Liquidos::
7 n 4 M
s Acondicionamiento, 20
III.Envases con
Producto. 10000l 7/r-n'l iOch/ﬂll
IV.Envases con
Producto,
o *  Muestras de Reten-
11 1 111 v -ci6n. . afio. 1970 |[580 col/ml | 106 colA
. . ' 1971 134 & 21 !
Bacterias. ‘ jo72 €100 I, <10 -
Honpons, ' 1973 |¢100 " 10 "
" -y
Observaciones MN 174

Suspension Caolin-Pectina
con antibiotico.




Control Mlcrobiolégiqo
A 184

1004

11 1 111 1v
Bacterias.
Hongos.
e
Observaciones MN._69

con antibiotico.

Relacion Promedio de Colonias de Microorganismns.

Promedio de Colonias

Bacterias Hongos

Clave.
I.Envases Vacios 10 col/Fco | 2 col/Fco
II,Medi» Ambiente

de las Etapas

del Prncesn.

Surtido de Laca

Materias Primas lOcol/placa 3col/p

4 " 5 "
Depto. de Liquidns: “
Acondicionamiento., 12. " Q.n

I1X.Envases con

Producto. €100 col/m} £ 10col /ml
IV.Envases con

Producto,

Muestras de Reten- o

-cion, afio., 1973 580col /ml 106col /ml
1971 [ 134 " 21 |
io72 [4£100 €10 " __}
1973 4100 " 10 i




1

colonias/plac

Corntrol

Microbiolépigo

)]

o

T

253383

1

Bacterias.
Hongos.

y
Nbservaciones

MN113

capsulas con antibiotico

envases vacios 10 fcos.

Relacién Promedio

Clave.

I.Envases Vacios

II Medins Ambiente
de las Etapas

del Procesn,

Surtido de
Materias Primas

de Colonias de Microorganismns.

Depto. de Cépsulas

Acondicionamiento,

III.Envases con
Producto.

IV .Envages con

Producto,

Muestras de Reten-

-cion, afio. 1970
1971
1972
1973

Promedio de Colonias

Bacterias Hongos
32 col/Fco 1 col/Fco
25col/placa 2col/placa
5 " 2 "
12 " 2 "

< 100 col/cap 70 col/cay
<100 col/cap 10 col/ca
< 1 OO " 70 ”n 1
< 100 " 40 "o
< 100 " 20 "




Relaci6n Promedio de Colonias de Microorganismns.

Control Microbiologico
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Bacteriés.
Hongos.,

Observaciones MN 245

Reiacién Promedio de Conlonias de Microorganismns.

Clave.

I.Envases Vacios

II.Medi» Ambiente
de las Etapas

del Proceso,

Surtido de
Materias Primas

Depto. de Cépsulas
Acondicionamiento.

III.Envases con
Producto.

1V,Envases con

Producto,
Muestras de Reten-
-cion, afio, 1970
v ? 1971
‘ 1972
1973

Promedio de Colonias

Bacterias Honpoe
6 0l1/Feco|l € 4 0col/Fco
32col/placda 4col/placa
8 " o) "

41 " 8 " :
<100 col/cap 10 col/cap
100 _col/cap 10 col/ca

< 100 " 70 "
<100 " L
<100 " 20 " ._J




Coantrol

Microbiologico
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T
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Bacterias,
Hongns,

Observaciones

"y

MN 80

7
capsulas con

antibiotico.

envases vacios

10 fcos.

Relacion Promedio

Clave.

I.Envases Vacilos

II.Medins Amhiente
de las Etapas

del Prncesn,

Surtido de
Materias Primas

de Colonias de Microorganismns.

Depto. de Céapsulas

Acondicionamiento.

III.Envases con
Producto.

IV.Envages con
Producto,

Muestras de Reten-

-cion.

afio.

1970
1971
1972
1973

Promedio de Colonias

Bacterias

Hongos

I
75 _col/Fco

< 10 col/Fco

20col/placs

lcol/placa

4 "

16 "

< 100 col/caq

40 col/cap

< 100col/cap 10col/cap
< 100 " 70 ™

< 100 i 40 "
< 100 " 20 "




Control Microbiolépiqo

colonias/placa

11 . i 111 v

Bacterias,
Honpos,

Nbservaciones MN 379

capsulas con antibiotico.

envases vacios 10 fcos.

Relacion Promedio de Colonias de Microorganismns.

Promedio de Colonias
Bacterias Honpos

Clave.

5 1/F 2 col/Fco
I.Envases Vacios 1 col/Feco

II.Medin Ambiente
de las Etapas
del Prncesn,

Surtido de
Materias Primas

1l4col/placa 3col/placa

, 9" O "
Depto. de Capsulas
a8 " 3 "
Acondicionamiento.
III.Envases con <100 col/gap 10 col/cap
Producto.
IV.Envases con
Producto,
Muestras de Reten-
~ci6n. afio. 1970 |[X100 col/cap.| 10 col/cay
1971 [T100 " T
loga [T S —
1973 [¥100 " LI
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Control Microbiolépico
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Bacterias, B
Hongons, £

v Yy
Observaciones

MN 357

—Grageas Multivitaminicas

envases vag 1QS

Ga.- Grageas

10 fcos

Relacion Promedio de Colonias de Microorganismos.

Clave.

I.Envases Vacios

II.Medi» Ambiente
de las Etapas

del Prncesn,

Surtido de
Materias Primas

Depto. de Grageas

Acondicionamiento.

III.Envases con
Producto.

IV.Envases con
Producto,

Muestras de Reten-

-cion. afio.

1970
1971
1972
1973

Bacterias

Promedio de Colonias
Hongos

43 col/Fco

6col/Fco |

22 col/placﬂ 3col/placa
11 woon 5 mm
13 woon 4 "
100c01/Ga | « 10col/Ga
4,100 col/Ga 20co01/Ga
20 4 X 10 At
20 " < 10 T Ja.
30 " < 10 "




cnloni
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Microbiolopico

3

)]

II

Bacterias., WB

Hongns.

Nbservaciones

~"MN 251

v

Grageas Multivitaminicas

envases vacios

10 fcos.

Ga .- Grageas

Relacion Promedio de Colonias de Microorganismos.

Clave.

I.Envases Vacios

II.Medi» Ambhiente
de las Etapas

del Prncesn,

Su;tido de
Materias Primas

Depto. de Grageas

Acondicionamiento,

III.Envases con
Producto.

IV,.Envases con
Producto,

Muestras de Reten-

~ci6n. afio,

1970
1971
1972
1073

Promedio de Colonias

Bacterias Honpos
33¢c0l1/Fco 3 col/Fco
28col/placg 2 col/placa

9 " ] "
1] " '] "

<& 100col/Ga <10 col/@a
100 col/Ga 20 tol/Ga
20 u <10t
20 " 4 10 e
30 " l (10 "




cnlonias/placa
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Control Microbioldogigo

}»Hu.—. ...g..q._._.._.‘..f.;..‘..

111 i A
; o
Bacterias. wms
Hongos, :
. ry

Observaciones MN 219
Grageas Multivitaminicas
envases vacios 10 fcos.

Ga.- Grageas

Relacion Promedio de Colonlas de Microorganismns.

Clave.

I.Envases Vacios

II.Medis Ambiente
de las Etapas

del Proncesn,

Surtido de
Materias Primas

Depto. de OCrageas
Acondicionamiento.

III.Envases con
Producto,

IV Envases con

Producto.
Muestras de Reten-
-ciodn, afio. 1970
s 1971
1972
1973

Bacterias

Promedio de Colonias
Hongog

48 col/Fco

3 col/Fco_ |

21 col/placy

3 col/placa

¥

10 " ”n 2 " "
13 " " 1 ”" "
200 col/Ga 10 col/Ga
"100co01/Ga 20 col/Ga
’20 " " 10 T T
20 " K 10 " "
ﬁD " " 10 1" 1"




Control Microbiolopico Relacién Promedio de Colonias de Microorganismos. -

Promedio de Colonias
Bacterias Hongos

Clave.

F 1 col/Fco
I.Envases Vacios 48 ool/Foo 2

II.,Medi» Ambiente
de las Etapas
del Proncesn.

Surtade da 23 col/plach 2col/placa
Materias Primas
: 15 o "
Depto. de Grageas
Iz ™ 3 "
Acondicionamiento.
%' III.Envases con 100co0l/Ga 16col/Ga
i Producto.
‘!.
: IV,.Envases con
Producto.
Muestras de Reten-
-cion. afio, 1970 100co1/Ga Sl ol
1971 20 " 19
Bacterias. wa : , i972 20 " LA
Hongos, ?Sﬁ. . 1975 30 T To
e}
Observaciones ) MN_ 356

Grageas Multivitaminicas
envases vacios 10 fcos
Ga,- Grageas




Control Microbiolégico Relacion Promedio de Cnlonias de Microorganismns.

TIT

Promedio de Colonias
Bacterias Hongos

Clave.

51 col/Feo 3col/Fco

I.Envases Vacios

II Medis Ambiente
de las Etapas
del Procesn.

g maanshan sanuse:

Surtido de 21col/placy 4 col/placz
Materias Primas
é‘ 12 " " 3 " vt
g Depto. de Grageas
,? i t 15 " " 1 i u
) i ik Acondicionamiento.
FowRs 5
i
i E: I11I.Envases con 100¢01/Ga. | £ 10c01/Ga.
i i Producto. =
i L,
: i IV ,Envages con
Producto.
Muestras de Reten-
> 20.col/Ga
-cion, afio, 1970 100 col/Ga =
2° T 2 10
1971 - e
Bacterias. umm : 1972 e L
Hongos. e ‘ 1973 el o
. T
Observaciones MN_ 220

Grageas Multivitaminicas

envases vacios 10 fcos

Ga.- Grageas
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colonias/placa

Cantrol

Microbiologigo

Clave,
I.Envases Vacios
IT .Medins Ambhiente

de las Etapas
del Prncesn,

Surtido de
Materias Primas

Depto. de Liquidns:

Acondicionamiento.

III.Envases con
Producto.

IV .Envases con

Producto,
Muestras de Reten-
14 1 AT v -ci6n. afio. 1970
1971
Bacterias, TS e
Hongns, oy e
la)
Observaciones MN 195

Suspension Caolin-Pectina

Relacion Promedio de Cnlonias de Microorganisyne. -

Promedio de Colonias

Bacterias Hongoe

6 col/Fco

3 col/Fco

7 col/placa

1 col/placa

13 ” 2 "

7 " 1 "

50 col/ml 10col/ml
86c0l/ml 4 10col/ml

225 Z 10 "

320 " L 10 "
33 " 1 "




Control Microbiologico

1004

‘H.,, 853 ST EaTe RETRS IR ST IEREY 12222380 1381

Bacterias. wm
Hongns. { st

Observaciones MN177Z

Suspension _ Caonlin-Pectina

Relacion Promedio de Cnlonias de Microorganismns. -

Clave.

I.Envases Vacios

II .,Medis Ambiente
de las Etapas

del Prncesn,

Surtido de
Materias Primas

Depto. de Liquidng:
Acondicionamiento,

III.Envases con
Producto.

IV, Envases con

Producto,

Muestras de Reten-

-cion, afio. 197¢
1971
1972
1973

Promedio de Colonies

Bacterias Hongos
27 col/Fco 12 col/Fco
26col/placa 3col/placa
15 " 3 LAl
21 " 1 "
100col/ml 20col/ml _}
86col/ml £ 10col/ml J
2256 ™ < 10 ™
320 " < 10 "
33 S




Control Microbiolopigo

Bacterias. wa

Hongos., Soesd

Observaciones

1032498 3amch g porpo s

Suspension
3o

Caolin - Pectina

MN_176

Relacion Promedio de Colonias de Microorganismos. -

Clave.

I.Envases Vacios

II .Medis Ambiente
de las Etapas

del Procesn,

Surtido de
Materias Primas

Depto. de Liquidons:
Acondicionamiento.

III.Envases con
Producto.

IV, ,Envages con

Producto,

Muestras de Reten-

-cion. afio., 1970
1971
1972
1973

Promedio de Colonias
Bacterias Hongoe

| !
|
24 col/Fco 9.col/Feo
5col/placa lcol/placa
28 " 3 "
!
23 " ! 1 "
1
< 0 col/ml »{9_col/ml
|86 col/ml :< 30 col/ml]
225 " ( ‘ 0 "
320 0 < 40 i %
33 " 1 "




cnlonias/placa

Control Microbioléeico

Bacterias.
Hongos., L

@

Observaciones MN._199

Suspension Caolin-Pectina

Relacion Promedio

Clave.

I.Envases Vacios

II.Medi» Ambiente
de las Etapas

del Prncesn,

Surtido de
Materias Primas

de Colonias de Microorganismns.

Depto. de Liquidons:

Acondicionamiento.

I1I.Envases con
Producto.

IV, .Envases con
Producto,

Muestras de Reten-

-cibn, afio,

19870
1971
1972
1973

Bacterias

Pronedio de Colonies

Hongos

<. 10 col/Fco

< 10coi/Fco

28 " 3
57 " l "
20col/ml | < 10col/ml
86col/ml | < 10col/ml
225 Y < 1O L
320 @ <10 LI
33 0 10 I
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colonias/placa
N 0N >

Bacterias. wms
Hongons, e

SN, | 1 1. ! -
Suspension Caolin-Pectina

Observaciones

Clave.
I.Envases Vacios

II .Medi» Ambiente

de las Etapas
del Prncesn,

Surtido de
Materias Primas

Depto. de Liquidns:

Acondicionamiento,

III.Envases con

Producto.

I1V.Envases con

Producto,

Muestras de Reten-

-cion,

afo.

1970
1971
1972
1973

Relacion Promedio de Colonias de Microorganismns. -

Promedio de Colonizs

Bacterias Hongos
4300l /fca |4 3col/fco
80col/placa lcol/placy
J 6 " 7 "

R " O " —_
50 col/ml <10 col/ml |
86col/ml |< 10col/ml
225 n <10 "
320 u <10 "
33 n lQ "




Control Microbiolégigo

n

colonias/ple
J:
-

ek
ilf

B

nva

Observaciones

Relacion Promedio de Colonias de Microorganismos.

Clave.

I.Envases Vacios

II.Medi» Ambiente
de las Etapas

del Prncesn,

Surtido de
Materias Primas

Depto. de Liquidns:
Acondicionamiento.

III.Envases con
Producto.

IV.Envases con

Producto,

Muestras de Reten-

-ciodn, afio. 1970
1971
1972
1973

Promedio de Colonias

Bacterias Hongos
3 col/f¢o<L 3col/fc
18col/plac¢a 2¢ol/pla

26 1) [0} "

32 " 4 "
30col /mt QQOCQleL_“
86col /ml <10col/ml
25 i <10 ]

320 " (lo "o
33 " 10 "




Control Microbiologigo Relacion Promedio de Cnlonias de Microorganismos.

Promedio de Colonias
Bacterias Hongneg

Clave.
12col/Fco 3 col/Fco
I.Envases Vacios
II.Medis Amhiente
de las Etapas
del Prncesn,
Surtido de
Materias Primas |35 col/placd 4 col/placy
Depto. de Liquidns: 29 = 1
Acondicionamiento. 18 Y e 2
III.Envases con )
Producto. |30  cdi/ml | <10 _co1/m)
IV .Envasges con
Producto,
Muestras de Reten- L
-ci6n. afio. 1970 86 col/ml <10 col/ml
1971 225 = < 10 "
Bacterias., om 1972 320 " < 10 "
Hongons, S 1073 33 n 1
~y
Observaciones MN 196

Suspension Caolin-Pectina




Control Microbiolérico

Bacterias., g
Hongns, ; 5]

Observaciones

MN 197

E i 2 C ]i _E s

Relacién Promedio

Clave.

I1.Envases Vacios

II.Medins Ambiente

de las Etapas
del Procesn,

Surtido de
Materias Primas

Depto. de Liquidns:

Acondicionamiento.

III.Envases con

Producto.

IV.Eavases con

Producto,

Muestras de Reten~-

-cion.

afio,

1970
1971
i972
1973

Promedio de Colonies

Bacterias Hongos

de Colonias de Microorganismns.

21 col/Fco

«£ 3 col/Fco

70_col/placd 3 _col/plac
23 " 3 "
24 " 2 ”"
10 col/ml ; « 10 col/ml i
86 col/ml <10 col/ml
225 " <10 _"
326 " < 10 L LN
33 " 1 ) "




Control Microbiolépiqo

colonias/placa

Bacterias. m

Hongos, fo

)
NObservaciones

uspension Caolifi—= Pectina

Relacién Promedio de Cnlonias de Microorganismss. -

Clave.

I1.Envases Vacios

II.Medin» Ambiente
de las Etapas

del Prncesn,

Surtido de
Materias Primas

Depto. de Liquidons:
Acondicionamiento,

III.Envases con
Producto.

IV, Envemes con

Producto.

Muestras de Reten-

-cion, afio. 1970
1971
1972
1973

Promedio de Colonieas

Bacterias Hongne
3 _col/Fco | €3 col/Fco
13col/placa 6 col/placd
22 " 3 "
22 " 2 "
50 col/ ml 10 col/ml
—. . e ._—-»—--}.
86col/ml <10 col/ml |
225 " < 10 "
320 " ( 10 "
33 " 1 "




Control Microbiolépico Relacion Promedio de Colonias de Microorganismns. -

It

Promedio de Colonizs
Bacterias Honene

Clave.

I.Envases Vacios 6 col/Fco 3col/Fco

II ,Medin Ambiente
de las Etapas
del Proncesn,

Surtido de

3col/placa
Materias Primas 15col/placy gol/p

Depto. de Liquidns: 21 1

Acondicionamiento, 15 2

III.Envases con

1
Producto. 20 col/ml 1< O col/ml

IV,Envames con

Produc+o,

Muestras de Reten-

-cion., afio, 1970 86 col/ml [« O col/ml

’ 1971 225 ' < 0O "
Bacterias. wes 1972 320 - < 0 __"
Hongns. oo ' 1973 33 " 1.
L

Nbservaciones Suspension

Caolin- Pectina
MN 175




COMENTARIOS

Las posibles fuentes de contaminacién microbiana en los productos

farmace(ticos no estériles, son bésicamente las siguientes:

Lo Medio ambiente

2% Materias primas

3. Maquinaria y equipo

4, Procedimientos de trabajo

Se Personal

Se inicié un estudio para cuantear la contaminacién microbiana
ambiental en diferentes &reas de manufactura de formas farmaceticas.

Este empezd en diciembre del 73 y termind en julio del 74,

MEDIO AMBIENTE

El 8rea con el mayor ntmero de colonias viables por placa (NIH)*
de exposicibén, fue el &rea de acondicionamiento, seguida por el
departamento de surtido de materias primas, departamento de liquidos...

como se puede apreciar en las correspondientes gréficas.

~37~
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a) Afluencia de personas de otras &reas

Las principales causas son:

1. Personal
b) La misma gente que labora en esa &ea

2. La comunicacién con éreas abiertas

* (NIH ) medio para hongo y bacterias

Con el objeto de establecer un pardmetro de comparacién con las &reas
de produccién, se inicié un estudio de la contaminacién microbiana
ambiental en uno de los pasillos de acceso a la planta. Como se puede
apreciar en las gréficas correspondientes, el nimero de colonias viables
de bacterias (promedio mensual ) oscila entre 250 y 350 mientras que

placa
de hongos 40 colonias.

MATERIAS PRIMAS

La materia prima es un factor que no puede ser controlado f&cilmente,

pues un proveedor no estard dispuesto a hacer alteraciones a su equipo
de produccién con tal de que el nlimero de bacterias esté dentro de es
pecificaciones de un determinado laboratorio. Sobre todo si-el volimen

de sus ventas no estd destinado a estos consumidores.

-38~-



La materia prima contribuye a la contaminacién microbiana por:

1 Llegar contaminada del proveedor

2. Que se contamine por exposicién, ya adquirida

La maquinaria y equipo contribuye a la contaminacién microbiana por

no encontrarse debidamente limpios y sanitizados.

Los procedimientos de trabajo influyen en la contaminacién microbiana
del material en proceso, por ejemplo: al exponer la materia prima
al medio ambiente durante las pesadas o durante la granulacién de
los polvos. También las temperaturas de secado pueden influir en la

reproduccién de los microorganismos existentes en las granulaciones.

El personal también es un factor muy importante, pues al no practicar
una buena higiene pueden contaminar los productos durantes las etapas
de manufactura o de acondicionamiento. La contaminacién puede ser

por el aliento, cabello, manos.

-39~
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CONCLUSIONES

MEDIDAS PARA MINIMIZAR LA CONTAMINACION MICROBIANA

MEDIO AMBIENTE

i i

Se debe restringir la entrada del personal a las &reas de produccién
y acondicionamiento. Con el objeto de evitar corrientes de aire

del exterior conteniendo microorganismos y sus esporas.

El aire del sistema de aire acondicionado deberé tener sistema de

filtracién para eliminar polvo y esporas microbianas.

MATERIAS PRIMAS

1.

Convenir con el proveedor que sus materias primas estén dentro de
ciertos limites de bacterias y de hongos asi como ausencia total
de los cuatro microorganismos indeseables mencionados con

anterioridad .

Evitar que la materia prima se exponga al medio ambiente mantenién

dose a su vez en lugar fresco y seco.

Para manejar materia prima o producto terminado se recomienda que

los operadores porten guantes, tapabocas y cofias,

El &rea de pesado de materias primas de preferencia que esté

aislada, libre de corrientes de aire y de trdnsito de personal.

< 0=
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El agua que se utiliza para suspensiones y jarabes, debe ser

filtrada por membranas de filtracién microbiolégica.

Con lo que respecta al material de empaque, convenir con el
proveedor una saneada antes de la entrega del mismo, no se pide
que sea estéril este material pero si que cumpla dentro de ciertos

limites de microorganismos viables por envase.

MAQUINARIA Y EQUIPO

1.

Una limpieza general es importante para controlar el alojamiento

de bacterias, y por limpieza general nos referimos a mesas de
trabajo, debajo de las mismas, los estantes y cajones. En estos
puntos de derrame de productos mezclados con polvo y humedad
pueden proporcionar un medio adecuado para el desarrollo de ciertas
bacterias. Se lava el equipo con agua y jabdn utilizando en
ocasiones lija de agua para eliminar materia dificil de quitar. En
juagar con agua potable y secar con aire pesado a través de filtros
bacterianos para eliminar bacterias, esporas microbianas, polvo,

gotas de aceite.

Después del secado se recomienda una aspersién de alcohol isopro
pilico al 70% (27 ) o con una aspersién de una solucién de diéxido

de cloro al 5-6% (27).

-41-~



PROCEDIMIENTOS DE TRABAJO

T Es importante que el personal que labora en &reas productivas
tenga un previo entrenamiento tanto en el aspecto tecnoldgico

como en el microbiolégico de la operacién,

2 El saneamiento del &rea de trabajo: pisos, paredes y mesas de
trabajo (equipo) todos los dias es importante para iniciar las
labores con un bajo indice de microorganismos.,

PERSONAL

L. El personal que labora en las 4reas productivas deberd traer:

cofia, tapabocas, asi como guantes y uniformes limpios.

2. El personal debe hablar solamente lo necesario durante las

manipulaciones de materia prima o productos.

% Se recomienda que el personal se asee el cabello, manos, uifias,

boca y oidos.

49~
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