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INTRODUCCTION




YELABORACICN DE UM MANUAL DE METODOS MICROBIOLOGICCS PARA

EL CONTROL DE LAS DIFERENTES FORMAS FARMACEUTICAS".

INTRODUCCION

La necesidad de establecer manuales ha alcanzado, en muy'pocos afos rela-
tivamente, un significado importante en la administracién de toﬁ§s~1as‘com-
paiifas puesto que basindose en ellos y conociendo la organizacién; politicas
y responsabilidades a seguir se obtendrén mejores resultados, ya,Quekconociég

do de antemano que el factor humano es determinante en cualquier‘iabor, y més

atin cuando se trata de productos farmacéuticos, debemos dqigaréh zar; que :108
errores se minimizen al maximo siguiendo manuales que se

del personal. El objetivo de este manual es que sirva com

para el personal encargado de investigar y realiz

de las diferentes formas farmacéuticas.

£1 control Microbiol6gico junto con el control Quimico & Figico forman
parte del Control de Calidad de una forma farmacéutica, este control Microbif
logico es de interes e importancia, ya que al realizarlo se determina la pre-
sencia o ausencia de contaminantes vivos que pueden dafiar tanto a la forma
farmacéutica como al consumidor. El dafic a la forma farmacéutica seria un
cambio en su aspecto, olor, sabor, consistencia, descomposicién, intolerancia
y disminucién de actividad. El dafio al consumidor seria originarle otro tipo

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

Sin embargo en las diferentes farmacopeas y normas oficiales no existen
1{mites microbianos para todas las formas farmacéuticas y los métodos micro-
biolégicos estan referidos a un nfimero reducido de ellas dependiendo ya sea
por el agente terapéutico que contiene, o bien por el excipiente o por la via

de adeinistracién que se les de.
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En el presente trabajo se hace una recopilacibén de los métodos microbio-
l6gicos aprobados por las diferentes farmacopeas para el control de materia
prima y aplicedos para formas farmacluticas estériles o no estériles. Se des

criten caracter{sticas generales de los microorganismos que pue¢en;enqpntra;

se con wmds frecuencia, los fundamentos y procedimientos de_}bsf&étpdbs} con-

sideraciones previas al desarrollo de los procedimientos.y protigdades)de los

medios de cultivo empleados.
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GENEPALIDADES

En formas farmacléuticas estériles, la calidad microbiolbgica esta’gsd-f
ciada con la ausencia de microorganismos o de sus subproductos, Actﬁélqégl

te y durante la pasada decada, el interes ha aumentado de saber e17coﬁte

nido microbiolégico en formas farmacéuticas no estériles debido a qu‘
chos productos no ecstériles provorcionan un medio adecuado para. e1
niento de un amplic espectro de microorganismos. Aunque la induetfi'
macéutica reconoce la necesidad de efectuar un control microbiolégico atr
estas foruas farmacéuticas no estériles que son susceptibles a la contami
nacién microbiana, es impréctico e innecesario insistir que el producto -
no estéril este libre de microorganismos, pero para la pzoteccibn del zon
sumidof y dgl‘producto es importante, sin embargo, tomar medidas apropia-
das paia aSégurar la calidad microbiolégica de el producto, El mantenimien
to de niveles'bajos de microorganismos en productos no eétérileq es muy -
importahte pé:a asegurar que el producto final este libfc de‘microorganig

mnos no,deseadoa, particularmente patbgenos.

Se reqﬁiéfe delinear un programa que ademis de médifiéiiéiGCEEBTaélrcbg
trol microbiolbdgico de formas farmacéuticas no estériles proporcione la i~
dentificacibn de microorganismos y las fuenites potencliales de contamina-
¢ién microbiolbgica, las cuales serén entonces analizadas por su contribu
cibén en cuanto a riesgo de contaminacibén para la calidad microbiolégica de
el producte. Por ejemplo materias primas, agua utilizada en la hanufactura
del producto,sistemas preservativoe y practicas de sanitizani@ﬂtpéédas para

el equipo de produccién son bien conocidos como factores altamedtéiﬂeligro

508 de contaminacién y han sido implicados en la contaminacibn ;;:formas
farmacéuticas no astériles. Una atencidn adecuada y comprensibn aprOpiada

del pavel de los fag;ores de alto riesgo pueden minimizar el nﬁmero y el




-5

tipo de c0ntam1héntesjmicrpbianos~que crqcen‘bn el producto.

a8 &reas-de alto ries
go" como ééndéiéé. tacto con el pra
También el airé}ael
nismos, sin émba:gé
es bajo en un médio
aunque el riesgo de
y aire ambiental es
trol microbiolbgico estas areas rutinariamente
embargo, hacer pruebas del adre ambiental ¥
pecial, cuando.- aparece qu‘ﬁﬁ‘”{ rte del

ciado con la contaminacibn de un producto.

Matprias ﬁrimae, equipo 0 soporte del sistema son considerados bastantes
importantes para la pruedba microbiolbgica ademas es necesario eatablecer
niveles cuantitativos y/o cualitativos de alerta y accidn. Un nivel de a-
lerta es un valor que muestra todo objeto 1l evado por una corriente fuera
de las condiciones normales, esto indica, que las cuentas microbianas son
mé&s altas que las esperadas y entonces se llamari la atenci6bn a produccibn.
Un nivel de accidén es un valor, el cual se derivd de un objeto llevado fue
ra de las condiclones normales de operacidén y requieren una acclén correc-
tiva. Los niveles de accién precipitan una investigacibn para determinar
la causa(s) de tal contaminacién (objeto) ¥y ver que medidas corféctivas -

pueden ser llevadas.

PRUEBA MICROBIOLOGICA aua En ol pasado reclente la. industria ‘far-

macéutica ha experimentad arios costosos 1lanados de atencibn por la pre

sencla de un alto- nlme: um_croorganismos indeseables en liqu;doa nasa-
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les y orales. La industria también ha afrontado llamadocs de atencibn en 1li-
quidos desinfectantes y antisépticos por la misma razén. En la mayoria de
los casos los microorganismos han aparecido originariamente en el agua usa-
da para fabricar el producto. Ciertamente, el agua es probablemgnte el ma~

terial més importante usado en la manufactura de productoa‘farmncégticOs

no estériles. El agua es usado no solamente en la formuladién“déi}'rﬁéyéria
de farmacéuticos no estériles sino también en el lavado déi é§hip§ty compo-
nentes. Como resultado la calidad microbiolégica de el agU§ é§ e*tteﬁédéé
mente importante. El agua suministrada seréd sujeta a frecueﬁﬁéa§ghé§ueoé mi
crobiolbgicos, sobre todo cuando el agua para beber no evi@éaigﬁ?iﬁsgncig
de microorganismos tales como Pseudomonas aeruginosa © Ps qé§géié310troa ni
croorganismos, aunque inocuos al consumidor, pueden p;gsénﬁérégiéh nﬁmer0
suficiente para causar problemas con la calidad del productb‘(;5f5éjemp10:

sabor, cambios de olor, decoloracibn, setc.).

Afin si el agua es satisfactoria, la contaminacibén puede ocurrir durante
el tratamiento de almacenaje. Por ejemplo, los sistemas de la deionizacién
del agua son bien conocidos como sitios de crecimliento para microorganismos,
y el programa microbiolbgico es necesario en varias etapas a lo largo del
sistema de deionizacibdn (resinas intercambiadoras anibnicas, catibnicas, -
mezela de resinas, etc.). Los microorganismos pueden crecer proli{ficamente
cuando el agua no es almacenada a altas temperaturas o cuando los tanques
de almacenaje no son rutinarismente sanitizados. Codos (&ngulos) y curvas
en la distribucibdn del sistema también pueden colectar microorganismos y
pueden 1llegar a ser fuentes mayores de crecimiento microbiaho en el siste-

ma.

Por estas razones es esencial la validacibn de estucios llevados a cabo

‘ bafa determinar la aceptable calidad microbiolbgica del agua en el proceso
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de generacidn, almacenaje y sistemas de distribucién que provee el agua.
Otras validaciones son las del programa rutinario microbiolégico que ase-
gure la continua aceptabilidad de el equipo y procedimientos de operacibn

Usados para mantener la calidad microbioldgica de el agua.

PROGRAMA DE SANITIZACION.- Hay muchos pasos durante la manufactura de
formas farmacluticas no estériles donde las condiciones pueden ser &ptimas
para el desarrollo de microorganismos. Algunos de estos pasos incluye el
granulado humedo, secado, mezclado y almacenaje., De este modo, uno de los
factores fundamentales en la produccién de formas farmacéuticas no estéri-
les de alta calidad es la adherencia escrupulosa a las buenas practicas de
sanitizaci6n del equipo de proceso. Una buena produccidém higiénica puede
ayudar a prevenir los microorganismos desde el comienzo y durante las eta-

pas de manufactura del producto.

Aunque una eficiente sanitizacibn es esencial, una planta y equipo sucios
pueden hacer esta tarea dificil o virtualmente imposible. Por ejemplo las
mangueras y valvulas que no pueden ser propiamente saneandas sobre todo en
extremos cerrados, hendiduras y toda vAlvula "no sanitaria® hacen dificil

la sanitizacién.

Los métodos usados para evaluar los agentes de sanitizacidn pueden ser
divididos en dos categorias: pruebas estandares de laboratorio y pruebas
bajo condiciones actuales de uso. Una combinacién de amboe métodos proba-
blemente provee la mhs completa validacién para el proceso de sanitizaclén.
Por ejemplo, los métodos estindares de laboratorio tales como el AOAC Ava-
1lable Clorine Germicidal Equivalent Test, el AOAC Germicidal and Deter-
gent Sanitizer Test, y el AOAC Use Dilution Test son especfficamente defi-

nidos por su reproducibilidad en cualquier laboratorio y por cualquier ope-
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rador. Estas pruebas est&ndares de laboratorio son fitiles para comparar la
sanitizacidédn de varios productos, en varias diluciones, tiempos de exposi-
c¢ibn, temperatura, etc., El agente de sanitizacién puede ser desafiado en
solucién en varias pruebas con microorganismos, los cuales parecen ser eg
perados en el medio de manufactura. Por las condiciones variantes de expo
sicibén y la cinética de la fase de muerte microbiana pueden ser determina

das por el agente de sanitizscidn adecuado bajo estudio.

Un agente de sanitizacién puede frustrar su alto poder germicida por -
las condiciones en las cuales se use, ya sea por factores esnerados y no
esperados, tales como personal, procedimiento, tiempo en contacto, resisg
tencia de la suciedad, agua endurecida, tipo de superficie (porosa ¢ no
porosa), tipo y condicibén de limpieza empleada y dependientes quimicas.
Como dos plantas farmacéuticas no comparten las mismas condiciones opera-
cionales es importante determinar el cumplimiento del agente sanitizante
bajo condiciones actuales de uso y tan bien bajo condiciones estindares
de laboratorioc. Un programa dentro del control microbiolégico del uso del
agente sanitizante informard la frecuencia adecuada de las sanitizaciones
y vodri no solamente enumerar los contaminantes, sino también identificar-

los e indicar cuales microorganismos son mas resistentes al germicida.

Una vez que ¢l procedimiento de sanitizacibén es debidamente validado de
ben realizarse una descripcifn escrita detallada de los métodos, equico y
materiales usados, también como los parametros criticos de sanitizacién
(vor ejemplo: tipo y concentracibén del agente sanitizante, tiempo en con-
tacto,temperatura,tipo del agua usada, etc.), cuando un producto en particu
lar resulta contaminado el microblélogo puede iniciar una evaluacién micro
biana especial de el procedimiento de sanitizacibn como una medida de segu

ridad.Cuando la validacién del vroceso de sanitizacibn es cambiado,nuevamente
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estudios podrén ser llevados a cabo para evaluar cualquier etecto ai es que
lo hay de las nuevas condiciones que se tienen para la efectividad de el -

procedimiento.

PRUEBA DE'EFIcAdIA-’A«Los- AGEHTES AN‘TIMICROBIANOS.- Otro factor importante

relacionado en~ei" cro iolbgico de productos no estériles es la for

mulacidn. Al_igﬁal“ existen: requerimientos rigidos para una wanufactura

higiénica, uso tipas.dp manufactura y control de calidad, la

mayor parte de lo pibductdqffarmécéuficoa no estériles esthn todavia suje-

tos a una éqnﬁan Q;sgcﬁﬁéaria‘de fermentos, mohos y bacterias. El gra-
do de suséeﬁiiﬁilﬁdadgeg;éégéralmente relacionado con productos del agua y
contenido hutriente; ﬂbs preservativos (conservadores) antimicrobianos son
usualmente agregadoé a un fluido no estéril o a una pomada ya sea para inhi-
bir el desarrollo de microorganismos que son introducidos inadvertidamente
durante el proceso de manufactura 0 para la minimizacién de la proliferacibn
de microorganismos. Los agentes antimicrobianos no pueden se usados para -~
enmascarar practicas no sanitarias o como un sustittuto de las buenas préc-
ticas de manufactura., Muchos factores influyen en la efectividad de un pre-
servativo antimicroblano, el producto mismo afecta la eleccién de un preser-
vativo y la cantidad de &1 para ser usado, el agua activa del producto, las
proviedades antimicrobianas de ingredientes espec{ficos en la formulacibn, y
el rango de pH que pueden tener. Por lo tanto, los preservativos pueden ma-
lograr su efectividad antimicrobiana por la interaccidn con ingredientes de
la formulacidén © con componentes de el contenedor en el cual el producto es

acondicionado,

En resumen para comprobar la inocuidad de los productos farmacéuticos no
estériles se debe realizar la prueba de la eficacia de los pregervativos,

as!l mismo establecer que sistema preservativo es mis potente, suficlente pa-

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

Los métodos para examinar la eficacia de el preservativo usualmente si-
guen los lineamientos de la USP o de la Cosmetic Toiletry and Fragrance AssQ
ciation. Estos métodos implican que al material a prugbé’se'agrggue7un eg=
tandar de microorganiemecs y entonces determinar.§1 nﬁﬁéf§i&e'sobrevivientes,
en subgecuentes intervalos de tiempo, para aéeéufén»d§é §1'ai8té@aijGBePVa-

tivo inactiva a los microorganistos desafiados; =

MATERIAS PRIMAS.~ Las materlas primas son una de lhéAdafSreé fueﬂtee de
contaminacién microbiana en formas farmacéuticas no estériles. Clertamente
la USP reconoce la importancia que tlenen algunas materias primas como una
fuente de contaminacidn microbiana y debido a esto se 1es exige cumplir -
ciertos requisitos para arrobar la prueba de su calidad microbiolégica. En
consecuencla, esto es importante para planear el muestreo, pruebas de los
procedimientos, y las especificaciones serfn desarrolladas para asegu?an la

calidad microbiolégica deseada de materias primas,

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

criterio no es suficiente para establecer un programa de pruebas. La-daﬁu-

raleza y extensi6n de pruebas microbiol6gicas para laa’ﬁéte as pfiﬁgs'son

basadas en ¢l conocimiento de la materia, esto originh,géqal eguéliaés ﬁsa_
do y estad{sticamente mis exverimsntado. Materias proveﬁieﬁf?é:de:fﬁéntes
ya sean animales, vegetales o minerales podran dar un éntasi; especial de
atencién porque ellas son conocldas como nocivos reservorios de micrborga-
nismos. Sin embargo existen materias primas consideradas microbicidas, por
ejemplo la acetona, que no requiere prueba microbioclégica porque tiene acti-
vidad intrinsica antimicrobiana. Las materias primas pueden ser examinadas

ror los mbtodos de la USP (nfimero de bacterias rermitido), microorganismog
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objetables, o nicrooréénismosgdue bueden tener_;a capacidad de degradar al

producto,

Un pfograma de rutina para medir la calidad microbiolbgica de mdterias
primas permite- (I) identificar materias primas que son més susceptibles ‘a
una contamlnacibn microbiana, (2) investigar la fuente y especies-caracte-
risticaé de microorganismos contaminantes, y (3) tomar medidés para la re-
duccidn y/o exterminio de microorganismos (por ejemplo; irradiacibn,bxido
de etileno, calor, filtracibén, etc.). Es muy importante mantener bajos los
niveles de poblacibn de microorganismos en materiae primas nara ayudar a
asegurar que el producto final esta libre de microorganlsmos indeseados, -
particularmente patégenos. Un programa llevado a cabo para el control detla
calidad microbiolégica de materias primas minimiza las posibilidades de -~

contaminacién en el producto farmacéutico terminado.

PRUEBAS AL PRODUCTO TERMINADO,- La prueba al producto terminado es gene-
ralmente al final del programa designado para ascgurar la calidad microbiol$
gica de formas farmacéuticas no estériles. Esta faBe de un programa de con~
trol microbiolégico proporciona una seguridad adicional de la calidad del
producto. Por ser la prueba microbioldégica destructiva, es necesario solamen
te una muestra representativa de cada contenedor. E1 tiro de prueba ejecuta-
de y la extensibn de ella es gobernada por el uso de el producto (por ejem-
rlo; la via de administracibn), la naturaleza del producto y el riesgo poten
cial al consumidor. Un programa de prueba establecido para un producto que
se administra tSpicamente difiere del usado para formas de dosificacién oral
porque la microbiologfa concerniente asociada con farmacéuticos tépicos di-
fieren de los microorganismos asociados con farmacbuticos administrados oral

mente.
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CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS MICROORGANISMOS

El estudio de la }Microbiologia incluye los siguientes grupos Qe microdz
.Zzanlemos: 1) algas, 2) protozoarios, 3) bacterias, 4) hongp;,‘5) drg§his#

mos del tipo de la pleuroneumonia (PPLDO), 6) ricketts : ;oé'

Para efectos practicos de este mnnnﬁl‘
nas caracteristicas generales de Bacterias,
croorganismos patbgenos: Salmonella, Escheiic ia fﬁﬁsiaureus

Y Pseudomona aeruginosa que pueden eﬁcontgars

con-mAs fracuencia - en .las =

formas farmacéuticas.

BACTERIAS.- Las bacterias est&n constituidas por células procaribticas
relativamente simples, poseen envoltura celular, en capas que incluye la
membrana plasmitica, la pared celular, las proteinas y polisaciridos aso-
ciados a algunas cApsulas o adherentes superficialeé externas, pueden pre-

sentar apéndices filamentoscs conccidos como flagelos o cilios.

Las estructuras citoplasmidticas incluyen una red de cromatina fibrilar
central o un cuerpo nuclear rcdeado por un citoplasma amorfo que contiene
ribosomas, no producen organelos internos cemo mitocondrias, membranas nu
cleares, réticulo endoplésmico; algunos géneros noseen endosporas como -~

Bacillus, Clostridium y Sporasarcina oue las forman durante su fase esta-

cionaria de crecimiento, después que se ha agotado el suministro de algunos
nutrientes del medio. Dentro de una célula vegetativa se produce una sola
espora que se diferencia de la célula madre en su morfologia y composicién,

mayor resistencia a ambientes adversos y ausencia de actividad metabblica.
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La mayor resistenci sporas a los efectos letales de la desecacién,

la congelacién, 1a radiacib y;alsunas sustancias quimicas es de gran im-

portancia y. entre sua caracte'isticas sobreaalientes estén su gran longe-

'vidad en- el suelo Junto con su capacidad ‘vara germjnar en condiciones am-

bientales inadecuadas,

Pared celular.-Es una estructura fuerte y rigida que la protege de da-
fios fisicos, cambio de presidn osmbtica y sirve de sostén para las partes
més débiles y biogquimicamente mas activas de la c&lula, es més delgada en
las bacterias grampositivas, la diferencia en su composicibén sirve de base

para la clasificacibn bacteriana en grampositivas y gramnegativas.

Reproduccibdn.~ Cuando se coloca a las bacterlas én un medio de cultivo
completo, la célula bacteriana crece y se divide para formar dos células
hijas, proceso denominado fisibn binaria, como resultado obtenemos una -
curva de crecimiento en la que se diferencian cuatro fases principales:
1) fase de latencia, 2) fase exponencial, 3) fase estacionaria y 4) fase
de muerte; estas fases reflejan el estado metabblico de los microorganis-

mos en ese momento particular.

La fase de latencia es el periodo de ajuste necesarlo para el reabaste-
cimiento de metabolitos celulares hasta un nivel compatible con la sinte-

sis celular,

La fase exponencial es cuando las células se encuentran en un estado de
crecimiento balanceado, las c&lulas se dividen con un ritmo constante de-
terminado vor la naturaleza del microorganismo y por las condiciones am-~

bientales.
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Fase eatacionaria.- La acumulaci6n de productos de deshecho, el agota-

- .
miento de los nutrientes, el cambio en.el pH y otros factores-ejercen un
e fecto deletereo sobre el cultivo, que origina‘uhn disminuc16n.en la ve-~

locidad de crecimiento,

Fase de muerte.,~ Las células de un cultiyo que ‘stén nﬁfriépdo, se elon

gan y se distorsionan, 10 que es un :efléjo?déii@;ég{ ‘eﬂf'faéééﬁuiiibrado.
Gomo grupo las bacterias son microorganismosrﬁﬁy.&ersétiles, presentan
un gran potencial en su capacidad de utilizar para el crecimiento, fuentes
de alimentos diversos que van desde sustancias inorgénicag, hasta materias
organicas sumamente complelas. Muchas especies han aprendido a crecer en
una amplia diversidad de nichos ecolbgicos con tempveratura, acidez, hume-
dad o tensliones de oxigeno extremas. La capacidad de las bacterias para -
exdstir bajo tales circunstancias, es una prueba de su poder de adaptacibn

y de su capacldad de responder exitosamente a estimulos diferentes.

Dentro de los requerimientos fisicos para las bacterias ectén:
I. Temperatura; Para cada bacteria hay una temperatura 6ptima en la que los
microorganismos crecen con mayor rapidez y un rango de temperatura dentro
del cual puede producirse el crecimiento.

Bas&ndose en estos rangos se han dividido a las bacterias en 3 grupos:

Peicréfilas: ~5° a 30°C éptima 10°-20%
Meséfilas :10° a 45% 6ptima 20°-40°¢C
Terméfilas :20° a 80% dptima 50°-60°C

La temperatura Sptima generalmente es un reflejo del aﬁbiente normal
del microorganismo.
2. pH: E1 pH del medio de cultivo afecta también la velocidad de crecimien-

to ¥ también hay un pH 6ptimo con un rango, en el cual puede producirce el
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crecimiento. Para la mayoria de las bacterias patlgenas, el pll es de 7.2
a 7.6, aunque cualquier ambiente puede ser adecusdo paras el crecimiento,
el desarrollo posterior puede verse severamente limitade por los productos
metabdlicos de los mismos microorganismos, éste es esencialmente notable
en las bacterias que presentan metabolismo fermentativo, con scumulacidn

de Acidos orghnicos inhibidores.

HONGOS.- Estén constituidos por células eucaribticas y formah filamen-
tos o hifas que en conjunto se le conoce como micelio. Existen hirés vege
tativas que penetran al sustrato y obtienen agua y nutrientes para la plan

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

Se reproducen por esporulacién sexual ¥y asexual, obtlenen eltcarbono y
la energia de carbohidratos, especialmente la glucosa perobalgﬁnos utili-

zan alcoholes o Acidos organilcos.

El medio hfimedo facilita el crecimiento de los hongos pero no requieren
el mismo grado de humedad que bacterias y levaduras, toleran cambios de -
pH mejor que las bacterias, las especies comunes se multiplican a pH de
2.2 a 9.6, alin cuando el pH de 5 a 6 es el mhs favorable para muchos hon-
gos. La temperatura 6ptima de crecimiento esti entre 22° y 3200, la mhxi-
na de 40° ¥ la minima de 10°C. Pricticamente todos los hongos con aerobios

y requieren oxigeno para su crecimlento.

LEVADURAS.-Son hongos con crecimiente unicelular, sus células son esfé-
ricas, elipticas o cilindricas; su tamaflo va de 2-8 por 3-I5 micras de lon
gltud, Se multiplican asexualmente por vemacidn, por fisibén binaria y se-
Xualmente por medio de ascosporas, necesitan para crecer los mismos nutrien

tes que las bacterias y los hongos, en términos generales requieren mhs a-
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gua que loa hongos, pero menos que las bacterias, crecen en limites am-
plios de pH desde 3.0 a 7.5, la reaccién Optima se localiza eyhtx"e @.'5 y
5.0, no hay desarrollo a temperaturas mayores a las de congelacién ni a
‘temperaturas mayores de A?OC, la temperatura éptima se encuentra entre 20°

y }Ooc, utilizan los azficares en presencia o ausencia de oxigeno.

- - e mer o — -t —— e -._‘]
> =T
et 4

Conidiéloro ~

EL: - Tgunas catacteristicas mofolégicns de
; sl

lm'hopgm. ’

TR =2 S S YA T ded ok ts s




«I9-

CARACTERISTICAS DE MICFOOFGANISMOS PATOGENOS ENCONTEADOS

CON_MAS FRECUFNCIA EN LAS FORMAS FARMACEUTICAS

Salmonella.-Son bacilos gramnegativos, unicelulares y en forma de bag
tones, no esporulan, con didzmetro menor de dos micras, usualmente son mb-
viles, afin cuando también se presentan formas sin motilldad, son aerobios,
heterbtrofos, Las Salmonelas son agentes etiolbgicos para determinados eg
tados patolfgicos, tules como gastroenteritis, fiebre paratifoidea y la -
fiebre tifoidea clasica. AGn cuando son paréasitos principalmente del in-
teetino se han reportado varios csscs de infecciones extraintestinales. -
Su presencia nos indica contaminacibn con heces fecales, 0 por medio de -

portadores sanos del microorganismos,

Escherichia coli.- Son microorganismos unicelulares, no fotosinteticos,

no esporulan, son bacilos gramnegativos con diémetro menor de dos micras
son méviles mientras otros carecen de movimiento, Son aerbbicos, heterb-
trofos, fermentadores activos de los carbohidratos, Muchas especies son
saprofiticas mientras que otras especies habltan en el intestino como par
te de la flora normal bacteriana, en el cual no es patogénico. Por lo ge
neral se encuentra en el intestino humano, razbn por la cual al hacer el
examen bacteriolégico del agus, la presencia de E. coli en ella nos indi-
ca la contaminacién por excrecién fecal, por lo tanto no esti en condicip
nes para el consumo humano. Escherichia coli es importante no sblo en re-
lacibébn con los analisis de agua, sino también clinicamente, como causante
de varias formas comunes de infecciones. Aunque vive en el intestino hu-
mano casl sin causar dafio, tlene clerta capacldad para crecer en otras
partes del organismo y es un *circunstancial' tipico. Es una de las bac-
terias que con mayor frecuencia producen inflamacidn de las vias urinarias
(cistitis, pielitis) y de la vesicula biliar (colecistitis). Abunda tam-

bién en los tejidos infectados en muchos casos de apendicitis y peritoni
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tis. Ciertas cepas de Escherichia coli de tivos serolbgicos pecularias
se han encontrado asociadas con brotes de diarrea infantil en salas de -

pediatria.

Staphyloecoccus aureus.- Son microorganismos unicelulares esféricos,

grampositivos, no esporulan, no fotosintéticos, no mbviles, su diémetro
es de 0,5- I.0 micra. Su crecimiento es aerbbico y anaerfbico facultativo.
Se encuentran como células individuales formande cadenas o en su forma -
caracteristica que es semejando racimos de uvas.

Crecen en medlos no enriquecidos y en presencia de altaa concentracio-
nes de NaCl (7.5-10%). Pueden producir pigmentacidn que varfa del blanco
al naranja o del amsrillo al dorado y puede ser Beta hemolitico en gelosa
sangre. Las cepas patogénicas son capaces de coagular al plasma sanguineo;
aproximadamente el 97% de los estafilococos asociadcs con procesos patold
gicos en el hombre, son capaces de elaborar esta enzima. Los estafilococos
se encuentran slempre en la piel humana, nariz, garganta y son orxrgasnismos

de furfinculos y granos.

Pseudomona seruginosa.~Las pseudomonss son bacilos gramnegatiwvos, uni=-

celulares, rectos o ligeramente curvos, no esporulan. Son microorganismos
de menos de dos micras de diametro, son mdviles con flagelos polarss, © no
mbviles (casos raros). Son aerbblcos pero pueden crecer bajo condiciones
anaerdbicae, Un gran nfmero de especles producen pigmentos solubles en agua
Y otros que son florescentes, como la pioclanina y la floreceina que se di
funden en el medio produciendo colonias blanco difusas. Estos bacilos se
encuentran frecuentemente en la plel normal y en el intestino en corto nfi
mero, sin producir dafo, pero se multiplican con rapidez, hasta ser el or-
ganismo vredominante en el intestino u otro lugar del cuerpo, donde las -~

bactérias sensibles a los antibibticos de la flora normal han sido supri-
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midas, 0 donde los tejidos carecen del grado de resistencia normal a la -
infeccibn. Por lo tanto, este bacilo es "circunstancial" veligroso, capaz
por 81 s0lo, 0 en compafif{a de otras bacterias de causar graves y persis-
" tentes infecciones en heridas, vias urinarias y en otras partes., En los
nifos pequefios y en personas ancianas, cuya resistencla este disminuida -

por otro padecimiento puede originar septicemia o neumonla mortales.
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FORMAS FARMACEUTICAS CUFE FEQUIEREN CONTROLES MICROBICLOGICOS

Todas las formas farmacéuticas requieren control Microbioldgico y para
gu estudio se agrupan dentro de la sipuiente clasificaciédn; Formas Farma-
céuticas No Estériles y Formas Farmacéuticas Estériles, Consecuentemente,
por separado 8e describen las pruebas que se les efectua, a cada grﬁpq. pg

ra cumplir con su control Microbiolégico,

Ia. PARTE
FORMAS FARMACEUTICAS NO ESTERILES

Dentro de las formas farmacfutcas no estériles tenemos a las-siguien-
tes:

S6lidos_de Aplicacién Oral: cépsulas, comprimidos o tabletas (ya &ean

efervescentes, masticables, solubles, sublinguales), grageas, granulados,
granulos, obleas, pastillas o trociscos, perlas, pildoras y nolvos,

Liguidos de Aplicacidén Oral: elixires, emulsliones, geles, Jarabes, soly

clones ingeribles, suspensiones ingeribles, tinturas y vinos.

Semisflidos de Aplicacién Externa: cremas, emulsiones, geles, Jjaleas,

pastas, polvos, pomadas o unglentos.

561idos para Aplicaciédn Interna: barras o candelillas, cremas vaginales,

jaleas, 6vulos y suvositorios.
El control Microblolbgico que se realiza a éstas formas farmacéuticas com-
prende: A. "La determinacibén del nfimero de microorganismos"

B. "Identificacién del tipo de microorganismo patégeno'

TOMA DE MUESTRAS.- Para efectuar estas pruebas las muestras deben de
tomarse de tal manera que la posibilidad de conﬁﬁminacibn secundarias quede
exclufida. Por este motivo la toma de las muestras debersd ser realizada por
personal previamente caracitado para este fin. La USP ¥XI recomienda para

el control Microbiol6gico de un lote, la toma de 3 muestras representativas
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cada una de ellas conteniendo I0 ml en caso de productgg 119“i§°5 010 g
en caso de productos sblidos., De é&stas, una muestra estéldestinada a la
determinacidn del nlmero de microorganismog y las otras dos mueétras gon
psra la determinacién del tipo de microorganismo natégeno. En caso de ser
producto a granel la cantidad de muestra es de I0 ml (en céso de productos
1iguidos) o de IO g {en caso de productos sblidos), ¥ deber& estar consti-

tuida por muestras individuales.

PREPARACION DE LAS MUESTRAS.~ Las muestras débén'ser tratadas de tal -
manera que hasta el examen la cantidad y el‘tipo de microorganismos origl
nariamente presentes no experimenten nodificaciones. Las muestras, se co-
locan bajo condiciones estériles en envases pfeviamente esterilizados, im
permeables al agua y al aire, debidamente dlen cerrados y protagidésbde la

luz, hasta el momento de ussrse.

Para 1la determinacién del nfmero de microorganismos, la muestra debera
diluiree en forma ripida y homogénea, bajo condiciones estériles, y colo-
carlas inmediatamente en los medios de cultivo, El medio de dilucibn, para
evitar un aumento del nimero de microorganismos, no deberd contener sustan
cias nutritivas ni tener una actividad rociva sobre los microorganismos -
existentes en el material en examen, La farmacopea nacional de los Estados
Unidos de Norteamérica edicibn XXI indica como medio de dilgc;ﬁn.runé §0-

lucibn amortiguadora de fosfatos pH 7.2.

DETERMINACION DEL NUMERO DE MICROCRG ANISMOS.~ La detefminécién se puedo
realizar empleando cualquiera de los métodos siguientes, o bien segln la
naturaleza del producto o necesidades del laboratorle, se eligird el mé-
todo mas adecuado.

Método No I Técnica del agar vertido en placas
Método No 2 Técnica del nfimero més probable KMP
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Método No 3 Técnica de filtracibn a través de membrana

Estos métodos pueden aplicarse a preparados liquidos y sblidos solubles
en ggua, de contenido reducido o elevado de microorganismos. La técnica  ::L
‘del filtro de membrana permite ademéds la eliminacibn de agentes antipiérg  7

bianos mediante la filtracién.

Cuando el producto es una suspensibn acuosa o hidroalcohblica (cont;nieg
do menos del 30% de alcohol) y se supone gue hay un elevado contenido de -
microorganismos se pueden examinar con la técnica del ve;tido en placas.

Y por la técnica del Nlmero Mas Probable cuando el contenido de microorga-

nismos es reducido.

51 se tienen productos cuyas sustanclas son insolubles en agua o liqui-
dos inmiscibles con agua se transformarén en suspensiones o emulsiones,
agregando cantidades minimes de emulsivos estériles (por ejemplo; tween 80,
spans etc.), empleando homogenizadores y calentando a no mas de 4000 duran

te 30 minutos.

DETERMINACICON DEL NUMERO DE MICROORGANISMOS POR

LA TECNICA DEL AGAR VERTIDO EN PLACA

Por medio de este método se logra obtener la cuenta total de bacterias
¥ la cuenta total de hongos, empleando los medios de cultivo adecuados pa-
ra cada caso. El siguiente procedimiento se sigue para formas farmacbuticas
80lidas y liquidas orales no estériles;
a) CUENTA TOTAL DE BACTERIAS
I.- Pesar IO gramos sf 1la muestra es sblida, o I0 ml sf la muestra es 1iqu1; ’

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

tiguadora de fosfato pH 7.2 para obtener una dilucibén de I:I0 (Solucibi A)
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De la solucidn A, diluir sucesivamente para obtener diluciones de I:I00
y 1:1000 de la muestra. (Estas miemas soluciohes se utilizan para la -

cuenta total de Hongos).

Colocar I ml de cada dilucién en 2 cajas petri §sfé‘i1Eé g
Para cada caja agregar aproximadamente ZO‘mlrd;?hgak ‘soyéitripticase
(fundido y mantenido a 45°C),

Mezclar cuidadosamente sobre una superficie plana ¢ movimiento rota-

torio y dejar solidi ficar a temperatura ambiente, deSpuéa inVertir las
cajas e incubar a 35 % por 48 horas.

Para determinar el niQmero de bacterlas, se cuentan las colonias de las
dos vlacas por cada dilucién, se toma el valor medlo y se multiplica
por el factor de dilucibn, El nlimero de microorganismos se indica por

gramo, mililitro o unidades de la muestra ensayada.

b) CUENTA TCTAL DE HONGCS
Pesar 10 gramos, 8! la muestra es sblida, o I0 ml si la muestra es li-
quida y depositarla en un frasco estéril, agregar 90 ml de soi@cibn a-
mortiguadora de fosfato pH 7.2 para obtener una dilucién de I:10 (Selu
cién A). "7
De la soluclifn A, diluir sucesivamente para obtener diiucionéé de I:ICO
y I:I000 de la muestra.
Colocar I ml de cada dilucibn en 2 cajas petri estériles.
Agregar aproximadamente 20 ml de agar de dextrosa Sabouraud para cada
caja de petri (el agar debe estar fundido y mantenido a 45°C).
Mezclar cuidadosamente sobre una superficie plana con movimiento rota-
torio y deJjar solidificar a temperatura ambiente, después invertir las
cajas e incubar a 20°C durante 5 a 7 dias.
Para determinar el ntmero de honges se cuentan las colonias presentes

en las dos placas por cada diluci6n, se tcma el valor medio y se multi

plica por el factor de dilucién.kl nlmero de microorganismos se indi-
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ca por gramo, mililitro o unidsdes de la muestra ensayada.

Cuando el producto a examinar son chApsulas, pildoras, perias y semisbli-
dos 108 procedimientos a seguir para la cuenta total de bacterias y cuenta
-total de Hongos son los siguientes:

a) CUENTA TOTAL DE BACTERIAS
I.- Pesar IO gramos en caso de ser producto a granel, tomﬁdos de diferentes
contenedores y depositarlos en un frasco estéril, agregar 90 ml de so-
lucibén amortiguadora de fosfatos pH7.2, calentar a QOQC no'm&s de 20 minu-
tos, agitar suavemente hasta disolucibn totqliuﬁétafﬁilupién es de I:10 (So
lucibn A). Py »
2.~ De la solucibn A, diluir suceaivahente para"bﬁteher:dilugionés,de’I:IOO
y I:1000 de la muestra. ‘ i
3,- Colocar I ml de cada dilucidén en 2 cajas petri estérilea;i’j
4.~ Para ceda taja agregar aproximadamente 20 ml de agar de aéygftr;égicase
(fundido y mantenido a 45°C). v> i  -

5.~ Mezclar cuidadosamente y dejar solidificar, después inveftirllaéfdajas
e incubar a 35°% por 48 horas.

6.~ Para determinar el nimero de bacterias, se cuentan las colonias de las
dos placas por cada dilucién, ?e toma el valor medio y se multiplica -
por el factor de dilucién. El nGmero de microorganismos se indicﬁ por
gramo de la muestra ensayada.

b)  CUENTA TOTAL DE HONGOS

I.- Pesar 10 gramos de las formas farmacéuticas y devositarlos en un fras-
co estéril, agregar 90 ml de solucibn amortiguadora de fosfatos pH 7.2,

calentar a QOOC no mé&s de 20 minutos, agitar suavemente hasta disolucién

total. Esta dilucidn es de I:I0 (Solucibn A).

2.~ De 1; solucién A, diluir sucesivamente para obtener diluciones de I :100

Y 1:I1000 de la nuestra,
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3.~ Colocar I ml de cada dilucién en 2 céJas petri estériles.

4.~ Agregar aproximadamente 20 ml de agar de dextrosa Sabouraud para cada
caja de petri (el medio debe estar fundido y mantenido a Q5°C).

5.~ Mezclar cuidadosamente y dejar solidificar, después invertir las éadas
e incubar a 20% durante 5 a ? dias, para observar el desarrollo.

6.~ Para determinar el nGmero de hongos, se cuentan las colonias presentes
en las dos placas por cada dilucibn, se toma el valor medio y se mul-
tiplica por el factor de dilucién. El nfimero de microorganismos se in-

dica por gramo de la muestra ensayada.

TECNICA DEL NUMERO MAS PROBABLE

Mediante esta técnica se efectlla una estimacién de la densidad de bac-
terias en la muestra; tal estimacibn tiene una base estadfstica, la proba-
bilidad de obtener tubos de cultivo positivos disminuye conforme es menor

el volumen de muestra inoculado.

En vista de la variedad de microorganismos presentes en la muestra y da-
do que s6lo un grupo de ellos interesa investigar, se realiza una primera
prueba llamada presuntiva cuyo objetivo es enriquecer cada tubo inoculado
con este grupo de bacteriams. Aquellos tubos que resulten positivos deszués
de la incubacidn correspondiente (formacibn de gas, enturblamiento, cambio
de color, etc.) son objeto de un segundo estudio que tiende a comprobar la

identidad de los microorganismos; ésta es la prueba confirmativa.

La consulta de tablas llamadas del "Nfimero Mas Probable" (NMP), en las
que se expresa la concentracibédn de microorganismos que corresponda a cada
combinacién de tubos positivos, permite obtener los valores buscados. Por

su wmismo caridcter estadistico las cifras consignadas en las tablﬁs congti~
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tuyen la mejor estimacién que puede hacersa del nﬁmero;de'bacterias en la

muestra original. Se indican, sin embergo, loa limit» 1 on‘ una . probabi-
lidad de 0.95 pueden esperarae en cada caso

PROCEDINIENTO ;

contaminacibén que se sospeche tenga la mueetr‘

b. Se marcan e identifican los tubos vor 1nocu1ar

obtener las siguientes diluciones X ;ID, I:fdé;;i iQ9é'

PRUEBA PRESUNTIVA: 7

I.- Se tranafiere I wl de cada una de las diluci_ s & ‘cé&a‘“ﬁﬁo:dve tres tu-
bos, conteniendo el medio de cultiwvo correepondiente, evitando todo ti-
po de contamguacxbn durante el anhlisis, aplicandc la punta de la pipe-~
ta en la pared interna del tubo mientras escurre el liquido.

2.~ Se incuban los tubos a }500: se examina a las 24 horas y se observa si
hay formacibébn de gas, desarrollo bacteriano (enturbiamlento) y/o vire
del indicador, seglin el grupo microbiano que se esté investigando.

37- Después de la primera lectura se prosigue a la incubacifn de los tubos
por 24 horas més. La presencla de gas, desarrollo bacteriano y/o vire
del indicador, segln el caso, y despubs de 48 horas de incubacién, se
hace positiva la prueba y remite los tubos a la prueba confirmatoria.
PRUEBA CONFIRMATCRIA:

I.- Se agitan suavemente los tubos que resultarbn positivos; se resiembran
2-3 asadas del contenido de cada uno a un tubo que contenga el medio de
cultivo de la prueba confirmatoria. Al efectuar esta resiembra debe sos
tenerse el tubo primario (prueba presuntiva) en un &ngulo tal que se -
pueda tomar la asada evitando la pelfcula que existiera en el medio.

2.~ Se incuban los tubos por 48 horas a 35°C. Se coneldera la prueba posi-

tiva sl hay formacién de gas en cualquier cantidad, vire del indicador
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y/o desarrolle bacterianc (enturbiamiento),. -
Conociendo el nfimero de tubos positivos'y negafivos de éé&avdilucibn,

ge determina el ntmero mas probable de organismos presentes en la muesg

tra, tomando en cuenta que el empleo de las trea primeras dil iones a

dilucién) permite obtener a través de los Qaldr; rrespon
diente directamente el nfimero de microorgéniémo‘ mo’ de muestra.
TABLA No. I
NUMERO MAS PROBABLE DE ORGANISMOS
Tubos inoculados; ] 3 con I ml dilucibén I:I0° 0.1 g muestra

3 con I ml dilucibn I:X00- 0.01 g muestra
% con I ml dilucién I:XI000* 0,001 g muestra

Tubos Positivos NMP/g Tubos Positivos NMP/g
3 3 3 3 3 3
(0.I) (0.01) (0,00T) (0.I) (0.0I) (0.00I)
0 0 3.0 I o o 3.6
0 I 3.0 I 0 I 7.
0 2 6.0 I 0 2 1I.0
0 3..9.0 " 1 0. 3150
I~ 0 3.0 .1 L0 .73
B SN I I II.0 ..
oL

©o 0o ooooo0ooo0 oo o
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Continua TABLA No. I
Tubos Pasitivos WP/Q “Pubos Positivos NMP/g

33 3 R 3 3
(0.1) (0.01) (0.,001) ~ {(0.%) (0.01) (0,001)

o 3 2.16.0 1. 3 2. 2.0 -
3. .3719.0 1 -3 29,

Cie e e
S

5
0
2

0 34I100,0
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TABLA No. 2

NUMERO MAS PROBABLE DE ORGANISMOS

Tubos inoculades: 2 con 10 ml de la muestra
3 con 1 ml de la muestra
% con 0,1 ml de la muestra

No, Tubos positivos RMP/100 ml Limites de confianza (95%)
3 3 3 Minimo Maximo
(10 m1) (I wl) (0.1 ml)
0 0 1 3 0.5 9
1 0 3 “0.5 - I3
0 0 IN U055 L0
0 1 B2 L0
1 o o Lo,
2. 0
o
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TECNICA DE FILTRACION A TRAVES DE MIMBRANA

Esta t&cnica se utiliza principalmente cuando se gquiere nulificar la a-
ccibn de conservadores y antibidticos (solubles en medio acuoso), al pasar
la muestra a través de la membrana, 8610 quedard en ella el contenido de
microorganismos axistentes, 8in la accibn bacteriostitica o bactericida
de las sustancias antes mencicnadas y que darian un resultado falso negati-
vo. Acontinuacibn se describe el procedimiento para formas farmacéuticas
86lidas y liquidas orales no estériles.

PROCEDIMIENTO :

I.- Transferir asépticamente IO gramos si la muestra es sblida, o bilen I0
ml en caso de ser productos liquidos a un frasco estéril adicionar 90
ml de solucién estéril de pevtona al 1% y agitar por 5 minutos, la so-
luci6bn o suspensién de peptona obtenida corresponde a una dilucién I :I0
preparar de esta solucién dos soluciones més con una concentracién de
I:I00 y otra de I :1000.

2.= Mezclar y filtrar cada selucién, por separado, por medio de un sistema
de filtracibén con membrana de 0.45 micras previamente esterilizado.

3.- Enjuagar los filtros con dos lavados de I00 ml, cada uno, de solucién de
peptona al I% estéril.

L.~ Sacar las membranas de los sistemas de filtracibn con pinzas estériles,
cortarlas a la mitad cin tijeras estériles y colocar una mitad de ellas
en una caja petrl que contiene medio de agar de soya tripticase, la o=~
tra mitad cde la mexhkriuz colocarla en una caja petri que contiene medio
de agar de dextrosa Sabouraud.

5.~ Incubar las cajas con medio agar de soya tripticase a 30-3500 durante
48 horas al cabo de las cuales contar el nfimero de bacterias. Incubar

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

al termino de los cuales contar el nfimero de hongos se toma el valor me

dio y se multiplica por el factor de diluciédn.
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B. "DETERMINACION DEL TIPC DE MICROORGANISMO PATOGEKNO"

Los microorganismos patégenos considerados en este manual, como anterior-
mente se mencionb, por ser los que pueden encontrarse en las formas farma-
c8uticas no estériles son los siguientes: Salmonella, Escheric:ia coli, -
Staphylococcus aureus y Pseudomona aeruginosa, los procedimientos parayla
identificacidn de ellos a continuacién se describen.

IDENTIFICACION DE SALMONELLA Y ESCHERICHIA COLI

PROCEDIMIENTO :

I.-Pesar 10 gramos sf la muestra es sdlida o medir I0 ml sl la muestra es
1iquida y depositarlos en 90 ml de caldo lactosado estéril, esto es la
mezcla A.

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

3.~Para la identificacién de Salmonella.-Después de las 48 horas de lncuba-
cifn medir I ml de la mezcla A y depositarlo en un tubo que contiene 10
ml de caldo tetrationato., Agregar otro ml de la mezcla A a otro tuboe que
contenga I0 ml de medio selenito cistina.

4 ,.=Mezclar e incubar ambos tubos a 3§°C por un periodo de 24 horas.

5.-Después de este periodo de tiempo, se siembra con una asa de platino, de
los tubos con caldo tetratiomato y medio selenito cistina a cajas petri

que contienen a los sigulentes medios de cultivo:
2 cajas petri con agar verde brillente
2 cajas petri con agar xilosa lisina desoxicolato
2 cajas petri con agar bismuto sulfito

6.~Incubar las cajas por un periocdo de 24 a 48 horas a 35°C.

7.~Las colonias obtenldas sospechocas se siembran en tubos con agar hierro-
tres azlicarea por medio de picadura profunda. Incubar durante 24-48 horas.

8.-Después de este periodo observar los tubos; la formacibén de acido (colo-
racibn amarilla) de la zona inoculada, con formacibn de gas y ennegreci-—
miento pero sin modificacién de la suverficie inclinada, es car&&teriaqg

ca del genero Salmonella.
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CARACTERI STICAS MORFOLOGICAS DE SALMONELLA:

. S Son coloniass pequedas transparentes in-
En agar verde .brillante *. - coloras u opacas de coloracibén rosada a
e blanca, en general rodeadas de una zona

rosada a roja.

En ager xiloa‘ lisinﬂ‘deeoxi Presentan colonias rojas con o &sin cen-

colato - s tro negro.

En agar bisﬁutpaéulfi}d e Son colonias verdes o negras con brillo
ey metilico. :

IDENTIFICACION DE ESCHERICHIA COLI

PROCEDIMIENTO ¢

I.-Después de incubar la mezcla A (caldo lactosado_méé muébfgé)ig ;S°c duran
te 48 horas se siembra por medio de estria con la ayuda Qe'uﬁq:aahrde pla
tino sobre agar de Mac Conkey.

2.~Incubar por 24 horas a 35°C.

3.-Observar si hay desarrollo de colonias.

L .-Lag colonias de color rojo ladrillo eventualmente con zonas de precipita-
do, son caracteristicas de los colibacilos.

4,~-51 el cuudro de colonias no es claro, se transplanta sobre agar eosina
azul de metileno y se incuba de 24 a 48 horas a 35°C.

S.-Las colonias de Escherichia coli se carscterizan por dar color negro -

azulado al trasluz y brillo metédlico a la luz incidente.

IDENTIFICACION DE ESTAFILOCOCOS Y PSEUDOMONAS
PROCEDIMIENTO :
I.-Se pesan 10 gramos de la muestra s! es s6lida 0 se miden IO ﬁlfdé'la nues
tra sf es liquida y se depositan en 90 ml de caldo de Soyarfripticaﬁe.
2.~-Incubar de 24-48 horas a 35°C.
3.-Transplantar sobre agar Vogel y Johnson medio selectivo para Staphyloco-
cog aureus.Transplantar también sobre agar cetrimida medio selectivo pa-

ra Pseudomona aeruginosa.
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4.~-Incubar ambog medios durante un periodo de 24-48 horas a 35°C.
5.-Despuls de la incubacibn observar si hay desarrollo bacteriano.En caso’
de haber desarrollo sobre el agar de Vogel y Johnson de colonias negras

con zonas amarillas caracteristicas de Staphylococcus aureus se avlica

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

0.5 ml de plasma sanguineo de conejo. Incubar 24 horas a 3?9C,Repdrtai«jf'

vositiva la prueba si hay formacibn de cohgulo.

S1 hay desarrollo de colonias verdosas fluorescentgs{cé%

o
]

ensayo se impregnan, antes de su uso con solucibdn’de
lendiamonio dicloruro. La aparicién de un colorffdspd

la presencla de Pseudomona aeruginosa.
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FORMAS FARMACEUTICAS GUE REGUIEREN CCUTROLES MICROBIOLOGICOS
% 2a. PARTE

" 'PORMAS' FARMACEUTICAS ESTERILES

Todo meditéhéﬁtbfdéstinadp para fines parenterales, por ejemplo; liofili
zados, soluéicneé; suspensiones y soluciones de gran volumen deben cumplir

con los siguiéntea controles microbiolégicos;

I) Debe ser eétéril, es decir, estar exentO'de}cnéiQUigh;
2) No debe tener.pirbgenos, es decir, debe gstar?iibfe o toxinas bacteria-

nas.

I) La esterilizacién tiene como fin la destrﬁéci&ﬁf&ﬂéiiﬁiﬁ&ciéﬁ”éompleta

de todos los gérmenes y sus formas fesistentea, sin éltérgﬁ lévactividad te
rapéutica, de manera que despubs de haber terminado eliiratamiento adecuado,
ya no deben encontrarse ni microorganismos capaces de.reprodﬁcirse ni espo=-

ras en la solucibn,

El método pera obtener la esterilidad en una forma farmacéutica esta de-
terminado principalmente por su naturaleza. La preparacifén de formss farma-
céuticas estériles requiere un conocimiento intimo del equipo que se emplea
y de la estabilidad del producto que se procesa, El proceso requiere una -
supervisidn estricta del equipo y del procedimiento por personal bien entrg
nado en idear y avlicar métodos para lograr la ecterilidad, ademés de prue-

bas adecuadas de la eficacia de las técnicas usadas,

Se deben de tomar en cuenta clertas consideraciones previas al desarrollo
de lag pruebas de esterilidad, ya que éstas se deben reslizar bajo condiclo-
nes pegépticas para evitar le contaminaclén con otros microorganismos. Duran

te la prueba no deberén actuar agentes destructores de gbrmenes sobre el -

material de ensayo como son: luz ultravioleta, aercsoles y agentes desin-
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fectantes. Segn el material a examinar el métpdof@e ensayo deberd elegir=-
se, para evitear una eventual accién;inhibifbfiﬁidé'parte de dicho material
y no obtener un crecimiento bpﬁimé‘dafidafﬁicfoorganismos que estuvieren

" presentes.,

Las pruebas de eéterilidad‘deberén realizarse en cuartos estériles espe=-
cialmente equipados para este propbsito. Estas &reas se deben de controlar
periodicamente en el contenido de gérmenes del sire, aplicando el método
de placas con agar. 51 el contenido de gérmenes del aire de las &reas sobre
pasa al permitido, las &reas deberén esterilizarse utilizando sustancias
quimicas germicidas, bacteriostédticas y bactericidas como por ejemplo;yodo,
formol, oxiclor, cloruro de benzalconio, etc., los restos de éstos desinfeg
tantes deberin eliminarse antes de iniciar el trabajo con ayuda de agentes
de neutralizacién (por ejemplojamoniaco) o haciendo entrar aire filtrado
bajo condiciones estériles, vara mantener bajo el contenido de gérmenes en
estas areas conviene la irradiacibén con luz ultravioleta, ademas debe rea-
lizarse por medio de un programa de sanitizaci6én una limpieza intensa del
suelo, mesas, paredes y techos asl como de los utensilios de trabajo y apli

caci6bn de soluciones desinfectantes como ya se indico.

Antes de comenzar las pruebas de esterilidad, el personal que entra al
&rea de pruebas debe lavarse las manos minuclosamente con Jjabbén'y cepillo,
secarse con ayuda de aire filtrado y posteriormente desinfectarse-con al-

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

MUESTREO: Para los productos que se esterilizan con vaporra'presibn en
sus reclpientes finales sellados, se muestrean para la prueba I0 o més uni

dades de cada carga del esterilizador, Es imperativo que estas muesiras -

sean representativas de todas las capas de la carga.
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Para otros productos contenidos en frascos &mpula se muestrea ‘para la o

prueba un total de 20 unidades que sean representativas de cada lote. En j'
el caso de productos llenados asépticamente, se seleccionan las unidadeS‘a

intervalos regulares durante cada operacibédn de 11enado. El término "onera-u

cibn de llenado" se refiere & cualquier periodo curante el cual noﬁhaya;,‘

cambio en las llenadoras o en el equipo, y que no sea mayor'que,un.turnqrb e

dia de trabajo.

APERTURA DE LOS RECIPIENTES: Se limpian las super?ici

las ampolletas y los cierres de los frascos~émpu1a con un-agente bacterici-

da adecuado. Se abren las ampolletas con una 1ima esterilizada Si,el conte-

nido de los frascos-ampula se ha envssado al vaclo, admitas"ek7ellos aire
estéril por medio de equipo estéril adecuado, tal como una aguja eatéril -

unida a una jeringa llena de algoddn no absorbente también ectéril.

MEDIOS DE CULTIVO: Los medios recomendados para la prueba de esterilidad
son los sigulentes:Medio fluido de Tioglicolato y Medio caldo de Soya trip-
ticase, el primero es para la investigacidn de microorganismos anaerobios,
el segundo medio es para la investigacidn de microorganismos mesof{licos -

aerobios,

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

a su efectiva funcionalidad, siéndo los controles a reallzar los sigulentes:

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

no inoculados deberan permanecer libres de crecimlento de miq#odéééﬁiqmqs
en la incubacidén previa, en caso contrario la esterilizaciﬁpfnk
ficlente,

b) Control del poder nutriente, es decir, los medios de cultivo,in

deberhn presentar, luego de incubados crecimiento microbiano bptimo ”Pare‘

el control se emplea una cantidad de 1.0 ml de un cultivo_que cpntiene a~
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proximadamente 100 cblulas y que tiene 24 horas de existencia de:

MEDIO ... ORGANISMO DE PRUEBA TERP. INGUBACION

Flufdo de Tioglicolato o 'I)Bacillus eubtilis 50-}5 c- o
 2)Chndida albicans B '

3)Bacteroides vulgatus

Caldo de Soya tripticase I)Bacillus subtilis
2)C&ndida albicans

La prueba se considera satisfactoria si dentro dewl e;incuba-

cién se observa crecimiento. En caso de que estos‘dbéfboﬁtrolbs esultén

satisfactorios, el medio de cultivo podré ser utiiiii@

BACTERIOSTASIS Y FUNGISTASIS.~Para determinar el nivel bacte

fungistatico de una sustancis 0 de un medicamento se inocula la cantidad es-
recificada de muestra en el volumen indicado de medio, de acuerdo con la

slguiente tabla:

VOLUMEN EN EL ENVASE VOLUMEN MINIMO VOLUMEN MINIMO
DE LA MUFSTRA DE MEDIO
I0 ml o menos I ml del contenido I5 ml
De 10 a 50 =l 5 ml 40 ml
Mas de 50 ml I0 ml 80 ml

Se inocula la mezcla (medio de cultivo mis muestra) y un medio de cult-
tivo como control con cultivos diluidos de bacterias u hongos que se sabe
son sensibles al producto gue se esté probando y se incuba a 35°C durante
slete diae. S{ el crecimiento obtenido es comparable en las muestras proble
ma y control usar las cantldades especificadas en la tabla snterior para
pruebas sucesivas. 51 el crecimiento no es satisfactorio en el problema con
relacién al control, la muestra se considera bactericida o fungistatica, -
por lo tante, tendri que usarse el agente inactivante apropiado. Sf no exis
tiera tal inactivante, determinar la dilucidn aproriasda de la muestra utilil
zando las cantidades especificadas y cnntldades mayores de medio de cultivo,

en 1la cual el crecimiento del microorganismo no cea afectado. Esta tabla es



vilida pera seleccionar 1a'alipuo;afrepfeaéntativa de la muestra dervrendiendo

de su volﬁmen tOtalwy'la cantiﬂéT

culacién, con el fin de’ evitar

"y por lo tanto de los,n‘t‘

@g&iﬁ'qué se debe emplear para la ino-~
hh[exéeéiva dilucién del medio de cultivo

teniéndose asi resultados negativos,

Es necesario conaiderer 1a nresencia de saditivos o coadyuvantes gue pue-

dan tener una accibn inhibitoria sobre ‘los microorganismos y que requieren

dilucibn o 1nactivac16n, la actividad inhibidora se puede eliminar agregan~

do un 1nact1vador apropiado.
" 'inhibidores

Penicilina
Estreptomicina

Compuestos de mercurio y
otros metales pesados

Sulfonamidas

Compuestos de amonio cuater-

nario,

Compuestos de arsénico

Inactivadores

Penicilinasa,clorure de hidro-
xilamonio.

Cisteina,cloruro de hidroxil-
amonio,penicilinasa.

Compuestos con SH (tioglicola~
to al 0.5%,cistefna,glutatibn,
dimercaptol). o

Aclido p-aminobenzoico.

Lecitina,Tween 80, 8ter polio-
xietilénico, ‘

Tioglicolato (concentracibén su-
perior al 0.5%),cisteina.

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

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

dios de cultivo sin material de prueba, una cantidad minima de gérmenes sen

sitles. La eleccién de cada ghrmen se orienta seglin el inhibidor.

Inhibidores
Control general
Penicilina
Estreptomicina
Compuestos de mercurio
Sulfonamidas

" Compuestos de arsénico

Organismos de ensayo aerobios

Staphylococcus aureus o E., coli
Stavhylococcus aureus
Escherichia coli o B, sudbtilis
Staphylococcus aureus o E. coli
Escherichia coli

Staphylococcus aureus
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METODOS PARA EFECTUAR LAS PRUEBAS DE ESTERILIDAD

Existen 2 métodos para efectuar las pruebas de esterilidad siéndo estos:
El método Directo y el método de Filtracidn por membrana, la eleccién del
nétodo derende de la solubilidad en sistemas acuosos del producto. Cuando

se tiene un producto inscluble se elige el yrimer nétodo,

METODO DIRECTO

En el método directo se inoculan los producéos a los QQdiosﬁH;léﬁliivo
sin ninglin recurso o accién intermedia. Los medips,sém?&éd&% en é&iol{lui-
do de Tioglicolato se incuban a 35°C y los de Soya triﬁfidégeiﬁé;sé:1ﬁcuban
e 20-25°C, S

Resiembras o subcultivos.~ Ciertos productos enturbian el medio dificul-

tando la observacibn de cualquier desarrollo microbiano, por lo que es ne-
cesario hacer subcultivos de la siguiente manera; después de 3 a 5 dfas de
incubaciédn, tranaferir I ml de cada tubo a otros que contengan 20 ml’de -
cada medio.

Continuar la incubacién de los tubos originales y de l0s resembrados -
por un periodo de I4 dias. ]

INTERPRETACIUON DE LA PRUEBA.- El desarrollo microbianc se manifiesta por
turbiedad en los medios de cultivo, sijno hay evidencia de lo anterior el
ensayo es negativo y por lo tanto el producto analizado, satisface las eg
pecificaciones de las pruebas de esterilidad. 3{ el ensayo es positivo, el

analisis se repite con el doble de muestras probadas.
METODO DE FILTRACION PCR MEMBRANA

La filtracién a través de membrana de las muestras sometidas a pruebas
de esterilidad es un método valioso, sin embargo, las manipulaciones adi-

cionales requeridas para esta variante pueden ser fuente de contaminacién
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extrafa, por 10 que es aconsejable la inclusién de controles positivos y
negativos cada vez que se realiza la prueba.

Como filtros de membrana la farmacopea nacional de los Estados Unidos de
"Norteamérica edicién XXI recomienda a aguellos con diémetro de porosidad
0.45 micras, didmetro arroximasdo de 47 mm y que presenten una velocidad de
fiujo de 55 a 75 ml/min, bajo una presifén de 70 cm de mercurio. El aparato
de filtraci6n armedc se esteriliza en autoclave, o bien empleando gases des
tructores de gérmenes (6xido de etileno u 6xido de propileno), o se puede
armar bajo condiclones as8pticas las distintas partes una vez que se han
esterilizado previamente,

Tamafio de la muestra,- Muestra representativa para productos inyectables

en frascos Ampulas o en ampolletas 20 unidades.

PROCEDIMIENTC GENERAL
I.-Previa desinfecciédn de los frascos extraer el contenido de cada frasco
o de cada ampolleta con jeringa o pipeta estéril y depositarla en un matraz
con IO0 ml de agﬁa peptonada al I% esterilizada.
2,-Recolectar el contenido de la muestra en el vaso del equipo y filtrar
con ayuda de vacio, Lavar tres veces con volumenes de IO0 ml de agua pepto-
nada al I% esterilizada.
2,~-Una vez terminado lo anterlor se desmonta el embudo de filtracibn y con
ayuda de una pinza y tijeras estériles, se corta la membrana en 2 mitades.
4 ,~Una mitad depositarla en un tubo que contiene medio fluido de Tioglicola-
to e incubar a 300—3500 por 7 dias.
5.-La otra mitad depositarla en otro tubo que contiene caldo de Soya tripti
caseina e incubar a 200-2500 por 10 dias,
6.-Durante el periodo de incubacién se observan diarlamente los tubos para
cerciorarse que no hay contaminecibn.

7.-Lectura final a los 7 y I0 dias.-No debe de haber desarrollo en los tubos
de Tioglicolato nil en los de caldo de Soya tripticaseina. ;;'



-l

8.~ En caso de existir desarrollo en cualqu ;tﬁbos}flé prueba se

considera poeitiva y habré de repetirse con ‘8l doble de muestras robadas,
de los tubos contaminedoa hacer tinciones a ] J §’éont§

minacidn,

9,~ 8 al término de los ? dias y IO dias periodo de’ incubacién novse obsex
va contaminacifn, la muestra satisface los requerimien»os para 1a prueba de
esterilidad.

Controles o testigos de ia prueba

Control de pipetas.- La primera pipets que se saca de cada nortaoipetas, -

sirve de testigo de su esterilizacién introduciéndola en medio de Tioglico

ca que ha seguido el operador y las condiciones del ambiente en’ que ae rea

liza, puede hacerse con viales que contengan medio de cultivo 0 con ampolla
tas contenibndo agua estéril, mane jandose exactamente igual que si se tra-

tara de un producto farmacéutico.

Contaminacién del ambiente.-Se exponen placas con medio de agar de Soya trip
ticaseina y placas con medio agar de dextrosa Sabouraud, para conacer el -
grado de contaminaclén que existe en el érea donde se efectlan las pruebas
de esterilidad. La exposicibn de estas placas debe ser diarlemente por 30
minutos.

Control de esterilizacibén en autoclave.- Las autoclaves y esterilizadores

grandes y mis modernos vienen equipadoe generalmente con terméméﬁros regis

tradores y controles automiticos completos, Propiamente instalaib‘y ugoedo,

este termbmetro representa un indicador fiel del cursc de: la eéﬁerilizacibn,

indica el tiempo cuando una corga determinanda hs llegado a sh‘hémﬁérétura de




-45=

esterilizacibn, cu&nto tiempo ha oermanecido en. ella y, cu&nto tiempo Crans

currié hssta poder descorgar el esterili

Por otra parte las autoclaves o esterilizadoree normales [} chicoa no 1le

-van este dispositivo y todo 10»qug~hace el operador es apagar el aparato -
después de haberse terminado el ﬁféapo necésario de esterilizacién.El mané-
metro de presibn no siempre es ﬁnaigarantia de que se haya esterilizado co~-
rrectamente una carga, aunque el operador haya vigilado constantemente la
presibn. Y ademis, es impoéible comprobar si el calor ha llegado a todos los
puntos de la carga, afin teﬁiéndose manbmetros, registradores u otros equipos
similares. '

Para ceontrolar el trabajo efectivo de las autoclaves de laboratorio, es
declr, para rectificar el la temperatura de esterilizacibn requerida ha si-
do correcta y que el vapor ha podido actuar realmente sobre todo el material
expuesto se cuentan con "testigos de esterilizacidn" como indicadores fisi-
cos, tiras indicadoras y bioindicadores que se colocan dentro del esterili-
zador, de preferencla repartidos en diferentes lugares. El punto menos calien
te de un esterilizador, por ejemplo, serd el lugar por donde queda el escape
del vapor. Otra posicidn serfa en el centro del material a esterilizar,

Las tiras o cintas indicadoras estan hechas de papel grueso, impresos con
clertos colorantes como indicadores, los cuales cambian su color de acuerdo
con el tiempo, la temperatura ( o presién ), la humedad relativa y en ausen=-
cia de aire.S{ uno de estos factores no estd de acuerdo con las especifica-
ciones, se producen los siguientes resultados:

20 minutos a YOO °C reaccibn ligera - tono beige
20 minutos a 110 °C reaccibn definida - tono café
20 minutos a I20 °C reaccidn intensa ~ tono negro

Los bioindicadores se vresentan en ampolletas que contienen suspensiones
de esnoras de Bacillus Stearothermophilus en un medio de cultivo selectivo,

La poblacidn de esporas se ha estandarizado de suerte que las esporas sobre

viven cuando se someten a I21°¢ en el autoclave durante 5 minutos, y mueren
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cuando se someten a IEIOC en el autoclave durante IS5 minutos. Cuando la ex-

posicibn en autoclave a una temperatura mis baja o durante menqs_tiémbq} -

tendr&d lugar el desarrollo, indicando una esterilizacién 1nc9m§igta, él‘ip-

dicador utilizado en este medio es prpura de bromocresol el cual cambia por
la produccién de 4cido durante el tiempo de esteri iz

color marillo facilitando as{ la observacién del:.

Procedimiento ; Las ampolletas deifﬁ{oindi ado ocan’jun! bafe-

rial que va ha ser esterilizado.

Después del tratamiento en autoclave, se inédﬁé ;;“

por 24~48 horas, si la esterilizacién fue completa, 1o ae’detecta crecimiﬂn

to de Bacillus Stearothermophilus, permameciéndo el color pﬁrpura del medio.
S la esterilizacién no fué completa el bacilo nresenta crecimiento obser-

vandose el contenido de las ampolletas amarillec y turbio. i
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MEDIOS DE CULTIVOQ

La calidad de los ensayos microbiolégicos en el an&lisis de las formas
farmacéuticas, esta directamente relacionada con la idoneidad de los medios
de cultivo, asl como de los reactivos que se utilizan en el anidlisia, tanto
de la materia prima como del producto terminado; podemos considerar que las
me jores instalaciones y equipo disponibles, as{ cﬁmo la habilidad del micro
bidlogo rierden su valor si la composicibdn y prevaraclén de los medios de

cultivo y reactivos no corresponden a la requerida.

La calidad indeseable de un medio de cultivo puede estar detefminada por
varios factores como son: error en el peso o medicidén de los ingredientes,
uso de medios de cultivo preparados varios dias antes de ser utilizados, lo
cual ocasiona pérdida de agua, concentracidn de los ingredientes o bien pue-
den también presentarse degradaciones, oxidaciones o reducciones de los misg

nos,

La deficiencia en el ajuste de pH, la presencia de sustancias inhibito-
rias en conceﬁtracionea inadecuadas, el exceso de humedad en la superficie
de los medios sblidos, el sobrecalentamiento de los medios durante su pre-
paracién y/o esterilizacibn, el uso de medios de cultivo deshidratados vie-
Jos, las temperaturas y/o perfodos de esterilizacibén inadecuados, constitu-
yen factores importantes que debemos de tomar muy encuenta porque van a in-

fluir en la calidad de los medios de cultivo.

Los medios de cultivo utilizados en el anflisis de las formas farmacbu-
ticas son de varios tipos:
1) De Preenriquecimiento
2) Enriquecimiento

3) Simples



-k9-

4) Enriquecidos
5) Selectivos y diferenciales
6) Indicadores

- MEDIOS DE PREENRIGUECIMIENTO .-El uso de &stos, tienen coma objetive reac-

tivar y permitir la multiplicacibn de microorganismos prese@@é

que han sido sometidos a proceso que de alguna manera aféctqn

de los mismos.

La preparacibn de éstos medios es sencilla,,cpmb H“'f 1 :Caldo

lactosado, agua peptonada ambos de gran utilidad e

terobacterias patbgenas.

MEDIOS DE ENRIQUECIMIENTO.-Su empleo favorece la multiﬁlicacibn de un grupo
géneroc o especle en particular de migrodrganismos. Estos medios eamtén adicio
nados de sustancias bacteriostéticas a concentraciones tales que no afectan
al microorganismo que interesa, pero que a su vegz inhiben el grupo o micro-
organismo indeseable, ejemplo de ellos e8 caldo Selenito y caldo Tetrationa-

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

ruro de sodio a alta concentracidn es de gran importancia en 1la investigacibn

de Staphylococcus aureus.

MEDIOS DE CULTIVO SIMPLES.- Se usan para el aislamiento
terminacién del nfimero de organismos mesofilicos aerbb{gs

nutritivo,

MEDIOS ENRIGUECIDOS.~ Su preparacién requisre ¢l uso ééfﬁédiog'aimples como
base, mis la adicibn de uno o varios componentes ricos en hufiiéhiea, tales
como la sangre, leche, extractos de vegetales, etc., vor ejemplo;la gelosa

sangre.
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MEDIOS IE CULTIVO ‘FLLJYIVO Y DIFEPENCIALES.— Estos medios son s6lidog y

rermiten la: obtencién‘de calorias de algunos microorganismos que Dresentan

un aspecto cardcteristi 1ferencial) Y que tienen ademas la capa-

‘cidad de 1nhibif"l§fecto, ctivo)“la flora asociada no deseada, por ejem

plo;agar eosina-azfl- d ?ar Salmonella Shigella (59)-0 agar X6~

losa lisina, ti1 en el alslaniento de’Salmonella.

EDIOS DE CU! eparacitn incluye un.medio base sinmple

) enriquéci o, d ’angnngQthhéiArp sistéma querpefmita poner
de manifles_ eﬁeraéi6n~dé aigﬁhqio_vér}asfsuétaﬁcias ca-
racteristica)_‘ la fisiaiogia’déi mic;odfgagismogrDbr\ejémﬁlo-caldo lacto-
sado nara determinar SA el m;croorganismo de vruebé fermenta 0 no el azﬁcar,

medio de Kligler que vﬁrmite demostrar si el crecimin‘to‘nroduce HES y. &l

fermenva la rlucosa y/o la lactosa, medio de SIP nara deter ' ar prpduccibn

de st, I;dcl,letc.

APLICACICNES Y PPOPIEDADES DE LOS MEDIOS DE CULTIVO:

Agar y caldo de Soya tripticaseina.-Estos medios de cultivo son medios unie

versalés,libres de inhibidores e indicador y previstos para un amplio espec
tro de aplicaciones, bajo condiciones anserobias se rueden desarrollar mi-
c¢roorganisnos obligada o racultativamente anaerobios asf como microaerbfi-

los. El caldo de San cripuicaspina se emplea en las pruebas de esterilidad

el agar de Soye rirticasnina se emulea en. la deterwinacién del nﬁmero de

microorganismo

ificar hongos -

microorganiszos

(1limite microbinno de honﬁos).
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Medio fluide de Tiozlicolato.-zste medio de cultivo 8 isblido que se cm-

plea en capa vertical o columna, sirve para aialar microorganiamos anaero~
bios obligados y facultativos asi como. microaeré;‘ilo,sf. ‘Dehido a.su composi
cién en sustancias nutritivas altamente reductoras, lé_l ’ii;ﬁgliqbiaﬁo Yy la
cistina, el medioc recién vrevarade vosee una énae:ﬁﬁiésie sqficiente para
anaeroblos exigentes, Una elevacidn eventual del coﬁfénido'dé oﬁiVenq se
indica por el viraje del indicador redox resazurina aédica a rojo. i

Para. mantener el medio anaerobio, luego de inocular con el material en

examen, durante una incubacibn prolongada, la sunerficie,del medio ge pue-

de cubrir con una capa de aprox¢madamente
terilizada o agar nuiritivo, el medio,‘i“ip"idé ;

las pruebas de esterilidad y nuede -'urs;a’:i:se tambié

robios patégenos en el diagnéstico bacteriold

Comuosicidn {8/Yitro)

Peptona de caseina

L (4)-Cisteina

D (¢)-Glucosa
Extracto de levadura
Tioglicolato de sodio
Cloruro de sodio
Resazurina de sodio
Agar-agar

Es de mencionarse que el almacenamiento del medio de cult tempe‘rat}_x_

ra amblente ¥y en la oscuridad aumenta su estabilidad.‘el ned
plearse ya cuando nds del tercio superior de 1z cana

ha coloresdo de rojo. Si la coloracién puede eliminars

hasta ebullicifn el medio puede seguirse usando.
Caldo lsctosado.~Se emplea para el examen de prééenbi colifor-

mes ¥ pars comyrobacidén de la degradacién de 1a lactoa : a8 adterias,

ls icentificacibn se basa en la formacibn de "ases du”ant Hla degradacibn

de la lactosa. En el caldo lactosado me coloca un tnbo de Durham (puede -
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usarse también una ampolleta abierta invertida), en g14pual se ‘captura el

gas desprendido en forma de una burbuja.

Medio de cultivo de enriguecimiento tetrationato (Hé é) ra el en-

riquecimiento selectivo de las especies de Salmonella en: el xamen de pre-
parados farmacéuticos o de materias primas utilizadas en=la‘ laboracibn de
bstos,

Todas las bacterias reductoras de tetrationato, como por ejemplo Salmo-
nella, pueden desarrollarse bien en este medio, mientras que son inhibidos
por la presencia de verde brillante todos los gérmenes grampositivos. Y por
la presencia de las sales biliares son inhibidos todos los microorganismos
que no viven en el intestino.El tetrationato se obtiene durante su prepara-
cién, ya que se forma por oxidacién del tlosulfato de sodio presente por el
agregado rosterior de yodo; como los tetrationatos son muy sensibles al ca-
lor y se descomponen con facilidad en &cido sulffirico, 4cido sulfuroso y a-
zufre, este método tiene la ventaja de que el medio de cultivo se puede es-
terilizar al calor antes de agregarle la solucién de yodo. Luego deberi evi
tarse todo calentamiento. Los productos de descomposicidn del tetrationato
que pueden formarse eventualmente, se neutralizan con el carbonato de cal-

clo presente.

Composicibn (g/1itro)
Peptona de caseina 2.5
Peptona de carne - 2‘5'

Mezcla de sales biliares IR ¢ 0
Carbonato de calcio 1040

Tiosgulfato de sodio

Una vez esterilizado y frio se agregan 20 ml de una soluci n de yodo-yo-

durado de potasio y I0 ml de una soluci6bn al O, I% de verde brillante Yy Be

mezcla agltando.
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Preparacién de la solucidn de yodo=-yocduro de potasio:

Yodo 6z
Yoduro de Potasio 58
Agua destilada 20 ml

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

do en el medio de cultivo inhibe el crecimiento de las bacterias colifor-
mes y de los enterococos en las primeras I2 horas de incubacién; después
la accién inhibidora decrece paulatinamente en cambio pueden crecer sin

interferencias Salmonella, Shigella, Proteus y Pyocyaneus.

Composicién (g/litro)
Peptona de caseina 5.0
L (=) - Cistina 0.01
D (4) - Lactosa 4.0
Fosfato de sodio dibésico 1040

Selenito de sodio 4.0

Agar verde brillante.~ Este medic de cultivo esta previsto para ensayos pa

ralelos con otros medios de cultivo selectivos menos inhibidores, como el
agar xl1losa lisina desoxicolato y el agar bismuto sulfito, pars aislar las
especles de Salmonella en materias primas que se emplean en la elaboracibn
de preparados farmacéuticos.

El medio de cultivo, presente, contiene como cuerpo de reaccidn lactosa
y sacarosa, cuya degradaclibén a &cidos se indica mediante el indicador de pH
rojo de fenol, Como inhibidor selectivo, sirve una concentracidén elevada de

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

sitivos.

Corposicibn . (g/litro)
Peptona de caseina . 5.0
Peptona de carne, péptica 5.0
Extracto de levadura 3.0 .
D (+)~ Lactosa S I0.0
D (4)- Sacarosa 10.0
Cloruro de sodio 5.0
Rojo de fenol 0.08
Verde brillante 0.0I25%
Agar-agar 13.0
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Agar-xilosa-lisina-desoxicolato.- Este medio selectivo se emplea para<aisiar~

bacterias enterovat6genas, como Shigella y Salmonalla.»fI_‘;'
El agar xilosa lisina desoxicolato permite realizar las sigui
cicnes de diferenclacibn; la degradacibn de los azﬁcares xilosa

sacarosa a 4cido, se indica con ayuda del indicador de DH’

sulfuro de hierro negro en las colonias. Las bactetiaéﬁ
xilar la 1lisina a la amlna cadaverina se recqnocethQf
color rojo plirpura en torno de las coloniasg a conkéé@
pH. -

Composicibn
D (+)=Xilosa
L (¥)-Lisina
D (¥)-Lactosa
D (+)-Sacaross
Cloruro de sodio
Extracto de levadura
Desoxicolato de sodio
Tiosulfato de sodlo .
Citrato de amonio y hierro. (III)
RoJjo de fenol

Agar-agar {

Agar bismuto sul fito.-Este medio de cultivo selectivo sirve principsl-

mente para aislar e identificar bacterias de tifus en heces, aguas residua
les, alimentos y otros, la mayoria de las demhs Salmonelas ﬁueden también
ser reconocidas utilizando este medic de cultivo.

La accibn selectiva del medio se debe al elevado porcentaje de verde bri
llante, el cual inhibe el crecimiento de toda la flora acompafiante grampo-
sitiva, as! como de Proteus y de las bacterias coliformes.

La capacidad de diferenciacién se basa en el sigulente mecanismo; el -
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contenido de sales de hierro y bismuto del medio de cultivo permite la =
identificacibén de los microorganismos que forman sulfuro de hidrégeno, de-
bido al ennegrecimiento producido por la precipitacién de sulfuro, la di-
- ferenciacién de los formadores de sulfuro as! reconocidos, es posible ror
la variedad de sus sulfuros. Mientras que un grupo de Salmonella precipi-
ta una mezcla amorfa de sulfuro de hierro y de bismuto, el otro da un pre=~

cinitado de sulfuro de bismuto cristalizado de brillo methlico.

Composicién (g/litro)
Extracto de carne 5.0
Peptona ;IQ.O

D (4)-Glucosa

Sulfato de hierro (II)
Fosfato de sodio dibasice
Verde brillante

Indicador bismuto-sulfito
Agar-agar

Nota: El medio de cultivo opaco deber& poseer una coloracién palida a ver-

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

Agar hierro tres azficares.-Este medio fué proruesto para diferenciar bac-

terias intestinales gramnegativas, teniéndo en cuenta la facultad de las
mismas de degradar la glucosa, lactosa y sacarosa a &cido o a acido y gas,
formando el sulfuro de hidrégeno,

La degradacibn de azficar con formacibn de &cido se indica por el cambdio
del indicador rojo de fenol de anaranjasdo a amarillo, una alcalinizaeién
por viraje a rojo intenso. Algunos microorganismos reducen tiosulfato a -
sulfuro de hidrbgeno, el cual reacciona con la sal de hierro (IXI) formando
sulfuro de hierro negro. La degradacién de glucosa a 4cldo es anaerobia y
conduce a lo largo del canal de picadura a un viraje de color del indicador

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

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

inclinada 1o que produce sobre la misma una coloracién amarilla. Si se de-
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gradan glucosa y lactosa, 0 glucosa y sacarosa, tanto la wnicadura como la
superficle inclinada vresentan un cambio de color a amarillo (Escherichia
Yy Aerobacter). La formacibn de huecos y grietas en el medio de cultivo in-

dica que se ha formado gas durante la degradacidén de azficar.

Composicién (g/lit:of
Extracto de carne 3.0 o
Extracto de levadura ’ 3.0"H
Peptona de caseina o '-15}01;1 
D (+)-Lactosa L C1000°
Peptona de carne PR 5;01',
D (+)-Sacarosa S 1:?710,0">37
D (+)-Glucosa : "_kffrf’I.O:]”
Citrato de amonio y hierro (III) : 0,57
Cloruro de sodio SRR ff'f'A_;:>75;d f
Tiosulfato de sodio o %: ;[i,ﬁ ;i‘: b}5, '
Rojo de fenol 0.0z
Agar-agar B X

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

Agar de Mac Conkey.~ El agar selectivo seglin Mac Conkey sirve para aislar
y diferenciar Salmonella y Shigella como también bacterias coliformes en
heces, orina y otro material de exaren.

La degradacibn de lactosa a Acido se indica por el cambio del indicador
rojo neutro a rojo oscuro. Debido al contenido del medio de cultivo de sa-
les biliares, se seleccionan las bacterlas intestinales, mientras que 1la
flora restante grampositiva se ve inhibida en su crecimiento por el eris-

tal violeta.

Composicibn (g/1itro)
Peptona de caseina 17.0
Peptona de carne : 3.0
D (+)-Lactosa 10,0
Mezcla de sales biliares _— I.5
Cloruro de sodio ’ 5.0
Rojo neutro i - 0.03
Cristal violeta 0,001
3.5

Agar-agar : I
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Agar eosina azfil de metileno.~ El agar selectivo recomendado originariameg

te por Levine (I918) sirve para el aislamiento y la diferenciscidn de Eg-
cherichia coli y Enterobacter (Aerobacter) aerogenes, para la 1dengif1ca-
~ cibn rapida de Gandida albicans, y para la identificacibn de los estafilocp

cos coagulasa positivos. Todos los microorganismos grampositivos son'inhi-
bidos por el contenido de colorantes. Segln Weld (I952), agregando al- agar
eosina azll de metileno agar hidrocloruro de clorotetracicliﬁa, que inhibe
toda la flora bacteriana, se puede utilizar el medio para una idehtifiéa-
¢ibn rApida de Caindida albicans en materil de examen clinico. La'ident;fi-
cacién se puede realizar en heces, secrecionesorales o vaginale;,.uﬂaaro
raspado de plel, incubando a 37°C en una atmbsfera de bibxido de carbono
dentro de las 24 a 48 horas. Vogel y Moses (1957) han publicado resultados

satisfactorios de la identificacién de €andida albicans en esputo,

Composicibn - (g/litro)
Pectona de carne, péptica 10.0
D (¢)-Lactosa 10.0
Fosfato de potasio dibbsico (anhidro) 2.0
Eosina amarilla 0.4
AzGl de metileno 0.067
Agar-agar I3.5

Para desarrollar Cindida albicans se agregan después de esterilizar y
enfriar a 60°C aproximadamente I00 mg de hidrocloruro de clorotetracicli-
ns y se mezcla en forma homogénea, formandcse una coloracidn azil intenea.
Luego se vierte en placas de petri esterilizadas, se incuban de I a 2 dias
a 3?°C para obtener un desarrollec primario de Céndida albicans en un reci-

plente con I0% de bidéxido de carbono.

Evaluacion: Colonias Especies
2-3 mm de didmetro,confluentes,brillo
metdlico verdoso a la luz reflejada, ~ Escherichia coli

centro oscuro a negro a la luz trang
mitida.
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Evaluacidn: Colonias Esvecies
4-6 mm de di&metro,confluentes,centro
pardo griséceo a la luz transmitida,
sin brillo metélico.

Enterobacter (Aero-
bacter) aerogenes.

Forma de telarafa o de pluma Céndida albicans
Seme Jantes a levaduras, redondas, lisas Otros tipos de Can~
dida,

Agar selectivo para estafilococos Vogel-Johnson.-Este agr selectivo es un

medio de cultivo para la identificacién precoz de estafilococos manita po-
sitivos, puesto que la capacidad de coagulacién del plasma aparece tasi -
siempre simulténeamente con la capacidad de fermentacibn de la manita,de-
bido a esta Gltima pueden aislarse los estafilococos patbgenos. Los esta-
filococos se pueden seleccionar aflin en material fuertemente contaminado -
gracias a dos propiedades especificas; su tolerancia frente a concentraclo-
nes elevadas de cloruro de sodlo y su vroca sensibilidad frente a los agen~
tes bacteribdstaticos como son cloruro de litio y telurito, este Gltimo es
reducido por algunos estafilococos a telurito metalico, 1o que conduce a
un ennegrecimiento de las colonias.

El medio de cultivo_ae aplica para examenes ﬁacteriolbgicoa en gran eg-
cala de formas farmacéuticas, alimentos, aire, polvo, esputo, frotis de -
garganta y similares ya que es altamente especifico, los microorganismos
acompafiantes indeseables son inhibidos précticamente por completo en su dg
sarrollo mediante el telurito y el cloruro de litio, mientras que una esca~
sa inhibicibn eventual de los estafilococos se compensa por el alto conte-
nido de glicocola.

Como cuerpo de reaccibén para la diferenclacibn, e} medio contiene manita,
la cual puede ser degradada a &cldo por algunos estafiloc&cqa, este se com-
prueba mediante el indicador rojo de fenol que vira é anmarillo formando una
aureola slrededor de las colonias, otra caractefiaiiéa eé la reduccién de

telurito mencionada anteriormente.

Antes de utilizarlo se agregan, agitando, al medio de cultivo licuado y
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enfriado a 5000, 20 nl de una solucién de telurito de votasio al I¥, es-

terilizada previamente, Luego se vierte el medio en placas petri‘eateriQ

lizadas.
.Composici6n (g/1itro)
Peptona de caseina 10.0
Extracto de levadura 5.0
" D (#)-Manita , 10.0
Fosfato de votasio dibhsico 5.0
Cloruro de 1litio 5.0
@licocola 10.0
Rojo de fenol 0.025%
Agar-agar . I13.0

Agar selectivo para Pseudomonas~Agar Cetrimida.- El agar selectivo para

Pseudomonas esté previsto para aislar e identificar Pseudomonas aeruging
sas {pseudomonas pyocyanea) en diversos procesos patolédgicos, como heridas
de quemaduras, infeccionee postoperatorias, septicemias, infecciones de =~
las vias urinarias, infecciones por mordeduras, y otros,

El empleo del compuesto de amonio cuaternario bromuro de cetiltrimetil-
amonio como agente selectivo, sirve para la inhibicidn de microorganiseos

que no son idénticos a Pseudomona aeruginosa.

Lomposicidn (g/11itro)
Peptona de gelatina - 20,0
Cloruro de magnesio I.h
Sulfato de potasio ’ 10.0
Bromuro de N-cetil-N,N,N-trimetilamonio 0.5
Agar-agar 13.6

Se agregan IO ml de glicerina al medio antes de su esterilizacibn.

Solucldn Reguladora de Fosfato pH 7.2:

Preparacifn de la solucién Stock.- Se disuelven 34 g de fosfato de potasio

monobisico en un matraz de 1000 ml con 50C ml de agus destilada, ajustar

el pi a 7.22 0.1 con la adicibn de Hidréxido de Sodio S.R. {aproximada-
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mente 175 ml), agregar agua hasta el volumen y mezélsr, esterilizar y -~
guardar en el refrigerador.

Preparacidn de la solucién a emplear.- Diluir la solucién Stock con agua

destilada a razdn de I:800 y esterilizar.
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CONCLUSICNES

El control Microbiolbgico nos va a comprobar la éalidéa ﬁé:érodﬁcéién
y garantizar ésta al consumidor, en cuanto a 15_@6 c§ﬁ§d¥i;ééi6p'pdr
organismos vivos en formas farmacéuticas es;éﬁ;légéylbniéﬁ;ﬁ£d a‘una
contaminacibn minima permitible de microorg&hiémsé hd;péfbéenps en

formas farmacéuticas no estériles,

Una 6ptima calidad de produccibén nos indicara que se ha supervisado
y controlado debidamente las posibles fuentes de contaminacibn en la
manufactura de formas farmacéuticas como son materias primas, medio

ambiente, Areas de trabajo, equipo y personal.

Cada posible fuente de contaminacién debe cumplir con un programa
de control microbiol6gico para conocer el riesgo de contaminacién

hacia la forma farmacéutica.

La realizacidn de manuales tedricos practicos permitirén:

a)Implementar y verificar el cumplimiento de ellos en las rutinas de
trabajo minimizando fallas y errores.

b)Induccibn y adiestramiento al perscnal nuevo.

c)Aumentar 1la conclentizacidén del personal indicandoles;lo que deben
hacer y como deben hacerlo.

d)Facilitar 1la supervisidn del trabajo.

e)Ayudar a la coordinacién del trabajo y evitar duplicaciones.

f)Revisar y mejorar los sistemas, procedimientos y métodos para actua-
lizarlos.

g)Reducir costos al aumentar la eficiencia y responsabilidades de -

todo el personal.
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5) La aplicaci6tbn préctica del presente trahajo en otras compaﬂias, eB

valida sdptando ¢stos conceptosky conocimientos técnicos ‘a; 1as ‘nece=

sidades y medios con que_cuenten"ar

6) El buen funcionamiento de un manua

todas y cada una de las personas.qu
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