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OBJETIVOS




OBJETIYO GENERAL:

Establecer los lincamientos necesarios que permitan la implementacidn de auditorias internas en el
departamento de Control Microbiolégico.

OBJETIVOS PARTICULARES:

i. Conocer €l equipo necesario con el que debe contar un laboratorio de microbiclogia ¥ su
distribucién.

2. Conocer las principales metodologias que debe tener el laboratorio segiin la FEUM y USP.

3. Elaborar el sistema documental comrespondiente al departamento de Coatrol Microbiologico
que sirva como base y sustento para el desarrollo de auditorias.

4. Aplicar los PNO’S elaborados a las actividades realizadas en el departamento de control
microbiolégico.

5. Der a conocer los documentos necesarios para llevar a cabo una auditoria interna, asi como
cada una de las ctapas de que consta.

6. Guiar al auditado en la correccién de tallas encontradas durante la auditoria, para que cuando se
presente una auditoria externa se encuentre sin no conformidades.
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INTRODUCCION

GENERALIDADES

Deantro de la industria farmacéutica, la calidad de los productos es un principio fundameatal el cual
se va construyendo desde el proceso de manufactura hasta la evaluacién del mismo asegurando asi
que el medicamento siempre va a cumplir las mismas caracteristicas y funciones con las que se
disefio originalmente. Para esto, la industria ha recurrido 2 implementar la tecnologia en los
procesos de operacion, de evaluacion,

Pero po solo se requicre a la tecnologia para asegurar la buena calidad de los productos, si no
también existen ciertas normas que se deben cumplir, las cuales nos van a orientar para desarrollar
procesos adecuados asi como métodos para su buen control, éstas normas son nacicaales e
internacionales como son: la NOM -059-SSA1 BUENAS PRACTICAS DE FABRICACION
PARA ESTABLECIMIENTOS DE LA INDUSTRIA QUIMICO-FARMACEUTICA, 1995, NOM-
060-SSA1 REGULACION SANITARIA PARA ESTABLECIMIENTOS DE LA INDUSTRIA
QUIMICO-FARACEUTICA, 1995, LA Guia de Pricticas Adecuadas de Manufactura
Farmacéutica, que estin en concordancia con la porma 1SO 9000 o con las eilsboradas en los
Estados Unidos por la agencia de salud: Federal Drugs Administration (FDA por sus siglas en
inglés), por medio det Cédigo Federal de Regulaciones (CFR), ISO 9002, Cursos de Sistema de
Calidad.

La Industria Farmacéutica cuenta con uma irea encargada de evaluar la calidad de los productos: El
departamento de Control de Calidad actarando que no es el encargado de dar la calidad a kos
productos, existe otros departamentos dentro de la industria que aunados con el mencionado
anteriormente garantizan dicha evaluact6n.

Las dreas que constituyen al departamento de Coatrol de Calidad son: inspecciéa & de proceso,
Fisicoquimico, Validacién y Estabilidad y Control Microbiolégico.

El presente trabajo pretende explicar lo referente al drea de control Microbiolégico considerando
lo siguiente:




En el capitulo I “El laboratorio de Microbiologia™

a) Explicar como se constituye un laboratorio de Microbiologia en la Industria que permita
trabajar adecuadamente cumpliendo las buenas practicas de Laboratorio.

b) El equipo minimo necesaric con el que debe contar asi como las condkiones que deben
cumplir para garantizar la confiabilidad de bos resultados.

¢} Los reactivos empleados en ¢l laboratorio ya que son fundamentales para dar buenos
resultados, considerando que trabajamos con microorganismos,

d) El material biolégico que es importante para enfocar la semsibilidad de los organismos
vivos hacia los medicamentos.

e} Conocer como englobamos todo esto mediante registros en biticoras 6 formatos que
muestren la evidencia documentada para la trazabilidad de cualquier proceso, asi como el
seguir lo indicado en procedimientos normalizados de operaciin los cuales cumplen con los
requisites normativos indicados en la ley para garantizar la calidad.

f} El conocimiento de algunas técnicas microbiologicas empleadas en la industria, nos
ayudarin a conocer la forma de trabajar de manera apropiada como se indica en la FEUM,
FDA etc.

En él capitulo 11

Lo antes planteado es necesario conocerlo para cuando se desea aplicar un sistema de
calidad, mediante un programa de auditorias que demuestren el cumplimiento y 1a conformidad de
los requisitos normativos que identifique kas deficiencias en el cumplimiento de éstos.

Para poder llevar a cabo una auditoria se debe conocer y entender el concepio asi como tipo
de auditoria y saberia aplicar. Entendiendo como auditoria 2 un examen sistematico ¢ independiente
para determinar si las actividades de la calidad y sus resultados satisfacen los requisitos
preestablecidos y si dos mismos son instrumentos efectivamente.

Es necesario dichas autidorias al drea de Control de Calidad en este caso a Control
Microbiolgico como una forma de calificar 1a forma de trabajar adecuada que garantice realmente
que los productos farmacéuticos evaluados microbiologicamente no contienen contaminacion

microbiana




CAPITULO 1

“LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA”




1. LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA

| R

INSTALACIONES

Las instalaciones comprenden las dreas de trabajo y todos los servickos auxiliares necesarios para el
funcionamiento de las mismas.

Cualquiera que sea la distribucitn, se tendra siempre en un 4rea comin de servicios administrativos.
Las instalaciones de las diferentes dreas de trabajo estarin integradas por les siguientes renglones:

—_
P

A)

B)

0

Caracteristicas arquitectonicas
Equipos auxiliares

Servicios auxiliares

Mobiliario

Zonas de lavado

Zonas de almacenamieato

Area de Servicios Administrativos

.l CARACTERISTICAS ARQUITECTONICAS

SUPERFICIE. La superficie de cada drea serd tal que permita fa instalacién de los equipos ¢
instrumentos fijos que se requieran, dejando un espacio suficiente entre uno y otro a fin de que
el personal trabaje comodamente y se puedan llevar a cabo con facilidad los servicios de
limpieza y mantenimicnio necesarnios.

Asi mismo, se deberd contar con 4reas de transito que permitan ¢l libre paso de equipe, personal
y la intercomunicacion entre las Areas que asi lo reguieran (por ejemplo, entre 1a de Limite
microbiano y la de Resiembras.

YENTILACION. Las 4reas deberdn estar bien ventitadas, medianke accesos de aire colocados
estratégicamente. Si el caso lo requicre, deberdn ser dotadas de ventilacién forzada y cuando
sea necesario con aire acondicionado, con humedad relativa y temperatura controladas, deberdn

evitar las corrientes de aire.

ILUMINACION. Las areas de trabajo tendréan iluminacién adecuada para el comecto
desempefio del trabajo. La iluminacién natural serd complementada con un sistema de
alumbrado artificial que permita al personal trabajar comodamente.




D) ACABADOS. En todas las 4reas se preferirin terminados lisos sin interrupcién de continuidad
para paredes, techos y pisos. Las uniones de los techos-paredes, pisos-paredes, paredes y
paredes, seran redondeadas, de acabado sanitario para evitar acumulaciones de materiales o
polvo y mantener las condiciones de higiene y seguridad necesarias.

Se tiene que tomar en cuenta la sanitizacién una condicién indispensable de trabajo, los
acabados deberin ser de materiales que puedan resistir la accién de los sanitizantes que se

1.1.2 EQUIPOS AUXILIARES

En el 4rea de microbtologia se recomienda tener cuartos limpios 6 zonss aisladas en donde
se instalen las campanas de flujo laminar, campanas de seguridad biologica, etc.

Se tendrd zonas para autoclaves, estufas de cultivo, homos de esterilizacibn, efc.

En la zonma delimitada para la instalacién de las autoclaves habrda medios adecuados de
extraccion para evitar la acumulacion de calor.

Si las autoclaves no generan su propio vapor podrin alimentarse con vapor de uma central
térmica. En todos los casos las instalaciones deberén cumplir con kos reglamentos oficiales vigentes.

1.1.3 SERVICIOS AUXILIARES

A) ENERGIA ELECTRICA: Deberd comtar con un suministro de epergia cléctrica suficiente
para e} correcto funcionamiento de los equipos ¢ instrumentos en ¢ella instalados.

B) AGUA Y DRENAJE: Sc tendrén lineas de agua (de preferencia fria y caliente) y dremaje. Este
itimo deberd estar protegido con céspoles que mantengan la hermeticidad entre ¢l drenaje y los
cuartos de trabajo. Ademas se evitard en lo posible tener llaves para agua dentio de bos cuartos
de trabajo de Microbiologia.

C) GAS COMBUSTIBLE, OXIGENO Y NITROGENO: Los depésitos de pas, que scan
tanques méviles o estacionarios, se colocarin alejados de las dreas de trabajo y las tuberias de
gas s¢ instalardn siempre sin empotrar en las paredes.

D) OXIGENO, VACIO Y AIRE COMPRIMIDO: Estos servicios auxiliares podrin ser
suministrados por equipos pequedtos de laboratorio (como bombas de vacio, compresores
pequeiios, etc.), o bien por instalacionces centrales.




E) IDENTIFICACION DE LAS LINEAS DE SERVICIOS. Se recomienda identificar las lineas
de los servicios auxiliares utilizando al efecto el Cédigo de Colores publicado por la Asociacién
farmacéutica Mexicana, A.C.

1.1.4 ZONAS DE LAYADO

Siendo ¢l lavado det material de laboratorio una de las operaciones mds criticas para la
obtenciin de resultados analiticos correctos, se han considerado pecesario trazar las zonas de lavado
como separadas de las demas zonas de trabajo.

La zona de lavado deberd contar con una zona de recepeidn de material sucio que estara
dividida en zona de recepcién de material contaminado antes de que esta pare a lz zona de
recepcion de material sucio.

En el 4rea donde se lleva a cabo el lavado del material se¢ contard con tarjas de acero

inoxidable dotadas preferentemente de agua fria y caliente. Ademds deberd conlarse con un servicio
accesible de agua purificada para los enjuagues finales. Respecto al drenaje, se deberdn seguir las
disposiciones oficiales vigentes en referencia al equilibrio ecoldgico.
Zona de Almacenamiento de Material limpio: el material que estard en contacto con el desarrollo o
inhibicién de microorganismos deberd esterilizarse antes de su use. Al efecto, para la esterilizacion
por calor himedo podrin utilizarse ka misma zona y equipo cmpleados para esterilizar el material
sucio antes de que éste sca lavado. Se empleard horno cuando se indique  por calor seco.

1.1.5 ZONAS DE ALMACENAMIENTO
Estas pueden dividirse en:

< Zona de almacenamiento de material

% Zona de almacenamiento de reactivos

% Zona de almacenamiento de instrumentos.

< ZONA DE ALMACENAMIENTO DE MATERIAL. Pueden cousistir en estantes individuales,
hasta cuartos separados.

o

ZONA DE ALMACENAMIENTO DE REACTIVOS. Podrd estar formada por estantes
individuales o bien por cuartos separados.




ZONA DE ALMACENAMIENTO DE INSTRUMENTOS. Las zonas de almacenamiento de
instrumentos deben reunir condiciones ambientales que las preserven del polvo, humedad y la

L3

temperatura excesivas. Podrin estar constituidas por gavetas, o bien estantes segin las
necesidades del laboratorio.

1.1.6 AREA DE SERVICIOS ADMINISTRATIVOS.

Esta 4rea puede comprender la siguiente lista de secciones que a continuacién se enumeran en
forma indicativa, pero no exhaustiva.

1. SECCION DE RECEPCION Y REGISTRO DE MUESTRAS.
SECCION DE ENTREGA DE RESULTADOS DE MUESTRAS.
BIBLIOTECA

ARCHIVO GENERAL TECNICO

ARCHIVO DE DOCUMENTACION OFICIAL

v woN

1.1.7 AREA LIMPIA DE MICROBIOLOGIA

Esta é4rea puede comprender, aquella donde se realiza: lectura de placas, valoraciones
microbioldgicas, reto a sanitizantes, resiembras, etc.

1.1.8 AREA ASEPTICA DE MICROBILOGIA

Esta drea es indispensable, cuando ¢l laboratorio farmacéutico produce firmacos parenterales. Esta
debe tener como minimo: desvestidor, vestidor, esclusa, esciusa de luz. U.V., Campana de flujo
laminar para realizar tos andlisis, debe contar con una esclusa que counecte al autoclave para
uniformes y material empleado en ésta. Contar con filros HEPA y un sistema de imyeccidn y
extraccibn de aire.

El drea aséptica de Microbiologia, se valida para asegurar un ambiente apropiado para el manejo de
muestras que en ella se realizan, de acuerdo a las especificaciones establecidas por la empresa y a
la normatividad mexicana vigente para las Buenas Pricticas de Fabricacion. NOM- 059:SSAl-
1993[63, a la GUIA DE PRACTICAS ADECUADAS DE MANUFACTURA PARA CUARTOS
LIMPIOS 1989, MICROBIOLOGICAL EVALUATION OF CLEANROOMS AND OTHER
CONTROLLED ENVIRONMENTS 1995, €l cual es desarrollado en la USP.
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Descripcion de la Validacion

La validacién de las condiciones aerodindmicas del Sistema de Aire controlado HVAC que da
servicio al drea aséptica consiste en medir 1a temperatura y humedad relativa de cada uno de los
cuartos del drea a evaluar y ajustar la velocidad de flujo del aire a la salida de los filros HEPA
instalados en el drea, se realiza la prueba de conteo de particulas a nivel de cada filtro, prueba de
integridad que coasiste en generar un acrosol del cual se conoce su tamaiio de particula, hacerlo
pasar por el filtro HEPA mediante el propio flujo del sistema y con un fotémetro de capacidad
conocida reaiizar la lectura (EMERY 3004) y la eficiencia de los filtros HEPA, ademds se verifica
la laminaridad det flujo de aire de cada uno de los filmos HEPA.  Asi como la medicidn de las
presiones diferenciales, los sentidos de flujo de aire entre cuartos y area y la clasificacién de la
calidad del aire en cuartos limpios, con relacidn a las particulas acrotranspertadoras.

CRITERIO DE ACEPTACION.

a) Los filtros terminales HEPA deberdn ser de selio de gel y de las dimensioaes y especificaciones

segin hoja técnica y memoria de calculo del 4rea y deberdn contar con su certificado de
eficiencia de 99.97 a 99.99% en retencion de particulas de 0.3 micras prueba de EMERY 3004
segln sea el caso.
Los filros visuvalmente no dcben presentar dafios ¢ maltratos que afecten su evaluacion
posterior. La superficie del filtro que puede estar sellada o de ser mayor del 3% del total del
drea del mismo (filiro nueve), el filtro debe estar bien nivelado con respecto a la superficie del
plafén y el pleno no debe mostrar raspachuras.

b} La velocidad del aire en los filoos en condictones estindar de operacion sera medida con un
anemdmetro calibrado. Se realizardn mediciones en 5 puntuales con 5 lechmas cada puntual
para filtros de 24 x 24 in a una distancia de 2.5 in de la cara del filtro. Las lecturas deberin estar
dentro de los siguientes Limites: 0.40 — 0.50 m/s 6 78.7 — 98.4 f/min. Tentendo un rango de
uniformidad de velocidades mixima permisible de + 15%.

c) La cuenta de particulas en filtros HEPA, por pie clibico deberd cumplir con base a los siguientes
requerimientos:

i) En filtros absolutos menos de 100 particulas de 0.5 micrones con un intervalo de
confianza de 95%. El tiempo de lectura para filtros serd de un minuto en el marco




intaior,u'csminutosenclpleno,aunadistanciaen&eelsensoryelpl&noddﬁlimdc
3in.

ii) En la prueba de eficiencia e integridad de filtros la penetracién mixima aceptable es de
0.03% para filtros de 99.97% de eficiencia y 0.01% para filtros de 99.99% de
eficiencia. En caso de requerirse, para cumplir con esta coadicién, Jos filtros serdn
sellados; el sello no deberd cubrir un drea mayor al 3% de la superficic filtrante en el
caso de filtros nueves y 5% para filtros en uso. El fotémetro serd utilizado para realizar
la prucba de integridad y eficiencia de filtros HEPA, la cual se realiza a través del
puerto de aguas arriba, La distancia entre el sensor y el pleno del filiro de [ in_

tii) El perfil de flujo de aire se hard con una pequefia muestra de tetracloruro de titanio con
un aplicador tipo hisopo, puesto que en ¢l centro del filtro para verificar qus ef flujo de
aire a la altura de la zona de trabajo sea laminar sin turbulencias y que no haya flujo de
aire en retroceso, también se debe utilizar una pantatla negra para que el humo
desprendido sca perceptible y se pueda sacar fotografia como evidencia.

EVALUACION DE LOS CUARTOS DEL AREA ASEPTICA DE MICROBIOLOGIA

Se verificara los siguientes pardmetros:

8) La temperatura del 4rea deberd ser de 21 + 2°C y ila humedad relativa deberd estar dentro del
rango del 20 al 60%.

La temperatura y la humedad relativa podrin ser mayores o menores cuando las caracteristicas
del producto o del proceso lo requiera.

b) Se verificard que los puertos de presién de cada cuarto estén coneciados a un mandmetro de
presién diferencial y que diferencial de presion entre cuartos este de acuerdo a Jo especificado
en la impresa y a la normatividad mexicana. La medicién de la presién diferencial entre cuartos
adyacentes se realizara con ¢l mandmetro calibrado.

* La diferencial de presitn entre un 4rea limpia y un 4rea con aire no controlado no deberé ser

menor de 0.05 in H;0.

* La diferencial de presién entre dos dreas limpias deberd ser no menor de 0.02 in H,O con
respecto al drea con mayor requerimiento de limpieza.

En caso de que las presiones no cumplan se procederi a verificar las velocidades de los
difusores y a balancear el &rea con las rejillas de extraccitn. Se verificard que los manémetros de
presion diferencial del drea estén calibrados e identificados.

El sentido de flujo de aire se verificard con un vancometro.




Vertficacion de la calidad del aire del cuarto en base al conteo de particulas en la zona de
trabajo en condiciones estiticas. El mimero minimo de localizaciones a muestrear serd igual a la
raiz cuadrada del 4rea del piso de 3 zona limpia, espaciadas uniformemente en direccion
horizontal, de acuerdo al ISO 14644-1:1999

El nimero de particulas medidas por pie clbico, que definen la clase del drea, se encuentra
ilustrada en la tabla:
TABLA DE CLASIFICACION DE AREAS

Limite mdximo de concentraciin de partioudas

Miimers {paniculssin’ de aire)
esifioaci
SO

Q! pm 02 pm G3 pm 0.5 pm 1 5pm
[SO CLASE | 10 2
[SO CLASE 2 100 24 10 4
IS0 CLASE 3 1 000 237 102 35 8
ISO CLASE 4 10 (00 2370 1020 152 83
ISO CLASE 5 100 Q00 23700 10 200 3520 232 bol
ISO CLASE 6 1 00 000 237 000 102 000 35 200 3320 293
IS0 CLASE 7 352 DOO 83 200 2930
IS0 CLASE 8 3 520000 832 000 29 300
IS0 CLASE % 35 200 DOO 8 320 000 293 000

Para cumplir con la clasificacion de limpieza definida, las particulas encontradas en los muestreos

deberin cubrir el limite indicado en un intervalo de conftanza del 95%.

El registro del nlimero de particulas serd el que emite ¢l contador de particulas.




PLANO DEL LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA
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1.2 EQUIPO E INSTRUMENTOS

£l laboratorio debe contar con los equipos e instrumentos adecuados 2 sus necesidades y recursos,
por o que no se intentard hacer una enumeracidn y descripcién de todos, sino de los que considero
importantes para el drea de microbiologia.

EQUIPQ. Se considera como equipos todos aguetlos aparatos que son necesarios para levar acabo
los procesos analiticos, pero que no proporcionan resultados cuantitativos para los mismos, como
son las autoclaves, los homos, las estufas, las campanas de extraccién de gases, las campanas de
flujo laminar, las bombas de vacio, etc.

INSTRUMENTOS. S¢ consideran instrumentos todos aquellos aparatos que se utilizan en los
diferentes métodos analiticos y que proposcionan resultados cuantitativos (medibles), como por
ejemplo los espectrofotdmetros, los potencidmetros, los acudmetros, etc.




1.2.1 INSTALACION.

Areas: Los equipos e instrumentos se instalarén en zonas delimitadas que los separen del reste del
laboratorio. Los instrumentos en particular, no se instalaran en 4reas donde puedan estar sujetos a la
accion de reactivos, de la humedad, de 1a alta temperatura, y en general de todo aquello que pueda

afectar su funcionamiento y conservacion.

Servicies: Las reas donde se instalen los equipos e instrumentos deberan contar con los servicios
auxiliares necesarios (agua, energia cléctrica y ventilacién). Ademads, ocasionalmente podra
requerirse mantener la temperatura y humedad dentro de limites establecidos.

Mobiliario: El mobiliario que soporte los equipos e instrumentos deberd ser disefiado ¢ instalado en
forma tal que prevenga todo aquello que pueda afectar el cormrecto funcionamiento, limpieza y
mantenimiento de los mismos, considerindose para ello, factores tales como el espacio, entre
equipos e instrumentos, la nivelacion, las vibraciones, etc.

Seguridad: Cuando seca necesario, los equipos e instrumenios contaran con dispositivos de
seguridad que protejan tanto al personal como al equipo mismo (por ejemplo, conexiones eiéctrica a

tierra).

1.2.2 REGISTRO Y DOCUMENTACION DE EQUIPO E INSTRUMENTOS

Informacién General. Se conservard un registro de cada aparato en la que figuren:

a) Nombre y marca del equipo

b) Descripcién resumida

c) Modelo, serie y fecha de adquisicion
d) Nimero de inventario

e} Nombre del fabricante o representante
f) Compaiifa que proporciona servicio

Manuales. A la informacitn general enumerada en el inciso anterior se adjuntardn los manuales que
proporciona el fabricante que deben comprender:
a) Instructivo de instalacion




b) Instructivo de operacidn

¢) Instructivo de rcparaciones de urgencia que puedan ser efectuadas por personal no
especializado

d) Instructivo de mantenimiento

¢) Instructivo de calibracién o verificacion de parametros.

f) Lista de accesorios de repuesto sugeridos.

Registro de control de uso 6 desgaste: Jjunto a cada aparato habré un registro en donde se anotarin
los siguientes datos:

a) Fecha de utilizacitn

b} Tiempo analizado

¢} Analista y referencia de andlisis

d} Mouestra analizada

€) Reporte de anormalidades si las hubiera

Registro de Mantenimiento y controt de fallas.

Para cada equipo ¢ instrumento se llevara un registro completo de los mantenimientos efectuados ya
sean correctivos o preventivos. Estos (ltimos se sujetarin a un programa establecido de acuerdo a
las sugestiones det fabricante o bien por la experiencia del jefe del laboratorio.

Cuando se frate de maantenimientos corectivos, se anotarin las fallas detectadas, las medidas
tomadas para corregirlas y si el servicio fue efectuado por uma persona del laboratorio o por técnicos

especiatizados.

Para facilitar ¢l mantenimiento se conservara al dia ¢l inventario de material de repuesto. Este
iitimo deberd reponerse tan proato como sea posible.

12.3 CALIBRACION Y VERIFICACION.

Todos los mstrumentos se someteran a una revision periédica de calibracién y mantenimiento para
verificar su exactitud, sensibilidad y reproducibilidad.
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Los equipos se someterdn a un servicio periodico de mantenimiento y si es necesanio de calibracidn,
a fin de certificar que cumplen con los parimetros fijados en su disefio.

1.2.4 BALANZAS
CONCEPTO: Instrumento empleado para la medicidn de masa.

TIPOS:
» Balanza de precision

e Balanza granataria

+ Balanza automdtica
Pruchbas para la calibracion de una balanza (Metrologia de las balanzas).

Excentricidad: Consiste en colocar una pesa en diferentes posiciones sobre el dispositivo receptor
del plato, se comprucha con una cargza equivalente al 30% de la carga méxima de la balanza,
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Repetibilidad: se conoce como comprobacion de fidelidad. No es mis que la aptitud del
instrumento que para un mismo valor de carga colocado varias veces (20 veces) y de forma origine
lecturas semejantes. Esta comprobacidn se realiza con pesas al 50% y 100% del alcance méximo de
ia balanza.

Linealidad: es la mis importante de las pruebas porque se determinan los errores de indicacion. Se
carga al equipo desde un valor minimo hasta el méximo y viceversa. Entre cada prueba existe un
tiempo de estabilizacion

Operacién y cuidados.
Tomaremos en cuenta la operacién de la balanza mas empieada en e} laboratorio de microbiologia
que es la automaética.

Operacion.

1. Encender la balanza. El instrumento realiza un test automético

2. Colocar el recipiente para la muestra

3. Tamrlabalanza

4. Poner muestra en el recipieate y automiticamente proporciona el peso de la muestra.

Cuidados

1. Antes de operar la balanza, verifique es ésta se encuentre con la burbuja de nivelacién
centrada
La nivelaciin se realiza sblo con ambas patas de regulacién delanteras

2. Limpieza: Retirar y limpiar el platillo de pesada con un pafio suave al igual que el resto de la
balanza No utilizar detergentes agresivos y no permitir que se infiltren liquidos en la balanza.

12.5 AUTOCLAVE

Es aquel equipo que utiliza una presion superior a la presién atmosférica para lograr modificaciones
quimicas 6 fisicas de la materia.

La esterilizacién por vapor es un proceso probado para exterminar microorganismos. El calor
alcanzado dafia [as estructuras esenciales de la materia orginica incluyendo ks membrana
citoplasmética. Consiste en la variacién dentro del tanque de los valores de presién, vacio y
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temperatura que conjuntamente codt el procedimiento de deshidratacién de su contenide, elimina las
c¢lulas bacterianas.

TIPOS:

Olla de presién Auteclave Eléctrica Autoclave de doble
cémara herizoatal

La més ampliada en el laboratorio de microbiologia es la autoclave de doble cimara horizontal

El método més efectivo de esterilizacion es la aplicacién de calor hiimedo o sece. El vapor a 121 °C
(250 °F) bajo presidn en el autoclave es el método mds conveniente para esterilizar rapida y
eficazmente. Para lograr la esterilidad no es suficiente con alcanzar dicha temperatura en la
mdquina, ya que depende del tipo de materiales que se colocan en el autoclave, como insumos de
laboratorio, reactivos, tipo de desechos, etc.

Las autoclaves deben controlarse para asegurar que los métodos utitizados logren la esterilizacion
de los materiales. Existen métodos de control quimicos y biokdgicos. Sc utilizan diariamente los
quimicos como control de rutina, aungue o son considerados una prucbe definitiva.

Controlar un auteclave con un indicador biolégico es el método de prueba mis acepiado
actualmente. Se realiza con esporas, cominmente con el bactlo Stearothermophifus, que puede
sobrevivir hasta 13 minutos a una temperatura de 121 °C (250 °F). Estos microorganismos son los
més resistentes a la temperatura y asi proveen un marpen adecuado de seguridad cuando validan los
procedimientos de esterilizacion.

Los materiales a desinfectar deberdn llevarse al autoclave en recipientes sellados y a prueba de fuga.

a) Recipientes recomendados para autoclave
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* Recipientes de polipropileno de S y 12 galones (alto) y recipientes de esterilizacion (poco
profundos).

* Recipientes o cubos de metal de acero inoxidable

* Bolsas dc polipropileno (especiales para desechos biopeligrosos y para autoclaves).

* Recipientes de vidrio (frascos, botellas).

* Comtenedores de cartén gruesos encerados.

Metal (acero inoxidable)

El acero inoxidable es un buen conductor de calor, por lo que no requiere aumentar el tiempo de
esterilzacién. Cuando el tiempo disponible para la esterilizacidén en autoclave es limitado, los
recipientes de metal son la mejor eleccidn, aunque su alto costo puede tornarlos inaccesibles para
muchas Instalaciones de Salud.

Polipropileno

El polipropileno es una resina de bajo costo capaz de resistir las temperaturas de autoclave. Los
contenedores de polipropileno estin disponibles en una variedad de aspectos y formas, incluyendo
recipientes y bolsas. Las bolsas deben abrirse para permitir que el vapor penetre; debera ponerse
agua en ¢l fondo para facilitar el trasiado de calor a bos desechos que son esterilizados,

Vidrio

Los instrumentos de vidrio enviados al autoclave para su esterilizacion deben ser de vidrio
refractario del tipo Pyrex. Como ¢l vidrio puede romperse por €l cambio brusco de temperatura, s¢
recomienda entreabrir 1a puerta del autoclave para permitir que el calor escape y esperar que el
material se enfrie aproximadamente 10 minutos antes de su remociéo

b} Sugerencias operativas

Es imposible dar tiempos fijos para la esterilizacion en autoclave debido a la variabilidad de
condiciones. Sin embargo, hay dos recomendaciones de gran utilidad:

Probar procedimientos para la autoclave con un indicador biologico. Esto deberia repetirse a

intervalos regulares. El autoclave debe controlarse de la manera siguiente:

* Verificacién biologica:  Semanal, usando un sistema confiable de verificacién con esporas.
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* Verificacitn mecdnica: Cada operacidn deberd controlarse con relacién a su temperatura,
tiempo y presion.
+ Control quimico: Utilizar monitores quimicos cada vez que es puesta en funcienamiento.

Tener en autoclave los materiales de desecho por lo menos 30 minutes, contados a partir del

momento en que la maquina haya alcanzado la temperatura requerida. Si la carga es grande, puede

demorar 30 minutos como minimo en alcanzar los 121°C.

La temperatura y el tiempo de permanencia vanaran en relacién al volumen de material, contenido

de humedad y otros factores.

Realizar constantemente un chequeo del nrvel de agua, de la vélvula de seguridad.

A continuacién se brindan directivas de tiempo de esterilizacion en autoclave para diferentes tipos

de carga:

e Recipientes / vasijas con bolsas de polipropileno medianamente llenas: minimo 30 minutos.

» Recipientes / vasijas con bolsas de propileno completamente llenas y cerradas: mis de 60
minutos.

* Recipientes (altos) en polipropileno de 6 y 2 galones, sin tapas, bolsa abierta y llena: mas de
90 minutos.

* Cubos de metal con bolsas libremente reunidas, llenos, sin tapa: 30 minutos.

Cubos de metal con tapa: 45 minutos.

Es importante destacar que los tiempos sugeridos son una indicacién aproximada para lograr la
esterilizacién, pero no deben considerarse definitivos. Para comprobar la eficacia de la
esterilizacion, es conveniente recumir a los indicadores biologicos, como se recomendd
anteriormente asi como a la validacién del proceso de esterilizacion

Para validar un proceso de esterilizaciin es necesario seguir con los puntos a calificar como lo
indica la FDA, IQ (Calificacién de instatacién), et O} (Calificacion de Operacion) y por ultimo PQ,
calificacién de desempeiio.

La calificacién de instalacién, esta discfiada para comparar el sistema en refacidn con las
especificaciones del fabricante, por tanto se debe contar 6 tomar en cuenta lo sigukente:

s Diagramas de todos los servicios que abasiecen el esterilizador para confirmar que todas las
conexiones cumplen con ko especificado, ¥ con los limites de disefio.




¢ La documentacién: modelo, nimero de serie, nimero de identificacién por departamento,
procedimientos, mantenimiento preventivo, procedimientos de sanitizacién, calibracién,
modificaciones hechas,

» Verificacién de dimensiones

* Sistema eléctrico

* Sistema de ventilacién del irea donde se ubica el equipo

* Los empaques de las puertas

* Instrumentos: ldentificar todos los dispositivos, controladores y registradores, tanto criticos
como 0o criticos para la operacitn de la unidad, esto puede incluir: para temperatura, tiempo,
presidn, flujo de aire e indicadores de luz

La calificacién de Operacion. Una vez que el equipo ha sido verificado para una instalacita
apropiada por medio de la calificacién de instalacidn, es necesario determinar si el esterilizador se
desempedia de acuerdo a disefio. Los componentes del sistema deben satisfacer el rango de
operacidn, como lo determinan las especificaciones establecidas por el usuario del equipo.

El esterilizador debe ser operado para confirmar que funciona correctamente de manera repetida.
El documento de Calificacién de Operacién debe ser revisado y firmado por los representantes de
los departamentos requeridos.

Los puntos a evaluar en la operacidn son:
* Monitores de temperatura,

s Medidor de tiempo de ciclo

* Calentadores

=  Serpentin de enfriamiento

* Bandass

* Fugas de la cdmara

Por iltimo, cumplido todo ko anterior, s¢ realiza la calificacién de desempefio, la cual consiste en
bacer un ciclo de esterilizacidn con cémara vacia colocando termopares en por lo menos 13 puntos
del equipo.

Todo el equipo utilizado para la validacidn de equipos deben estar calibrados.

Estos termopares estin conectados a un registrador muktipunto, el cual va registrando los valores de
temperatura de cada termopar a diferentes tiempos.
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Establecidos ks patrones de carga, se hacen diferentes corridas para asegurar [a esterilizacion o
despirogenizacién del material inclusive en los puntes mas frios y se establece asi el tempo de
calentamiento del equipo, el tiempo del ciclo de esterilizacién para cada patron de carga.

1.2.6_POTENCIOMETRO

Como es sabido, el valor de pH de una soluckdn acuosa, describe su acidez o atcalinidad. En jones
H" tenga una solucion, seré mas acida.
Uno de los métodos parm a medicion del pH es ¢l potenciométrico, éste utiliza ef sistema del
electrodo que consiste de un sensor cuyo funcionamiento es similar al de una bateria:

a. Tiene dos conexiones

b. Su voltaje de salida varia con la temperatura

c. Tienc un tiempo y uso de vida limitado

d. Tienen un voltaje definido de salida; casi cualquier electrodo puede ser usado con casi

cualquier peachimetro.

UN SISTEMA DE MEDICION DE pH CONSISTE EN:

a.  Un electrodo de pH, su voltaje de salida varia con la variacidén de pH.

. Un electrodo de referencia, su voltaje permanece constante con la variacién de pH.

c. Un peachimetro, un medidor de milivolts, coa un circuito especial de entrada de alta
intensidad y circuitos que cambian la kectura de los milivoltios a unidades de pH.

d  Opcionalmente un compensador de temperatura, un dispositivo que toma la lectura de
temperatura para que el medidor pueda corregir los efectos del cambio de la misma.

CALIBRACION DE UN POTENCIOMETRO.

Debido a las variaciones en la naturaleza y operacién de los medidores de pH disponibles, no es
practico dar instrucciones universalmente aplicables para las determinaciones potenciométricas del
pH.

Los principios generales dados a continuacidén se deben ajustar a las indicaciones provistas para
cada aparato por su fabricante. Antes de su empleo, examinar los electrodos y verificar si esta
presente el puente salino.




Para calibrar el medidor de pH seleccionar dos soluciones de calibracién cuya diferencia de pH no
exceda 4 unidades, de manera tal que el pH a determinar este comprendido entre ambos valores.
Llenar un recipiente con una de las soluciones de calibracion a la temperatura a la cual se medira la
solucién muestra.

Fijar el control de temperatura a la temperatura de la solucidn a nyedir y ajustar el control de
calibracién de manera que €l valor del pH observado sea idéntico al tabulado.

Lavar los electrodos y el recipiente. Medir de igual forma el pH de la segunda solucién a la misma
temperatura. El pH de la segunda solucidn de calibracion debe estar entro de + 0.07 unidades del
valor de pH tabulado. Si se observa una desviacién mayor, examinar los electrodos y reemplazarios
si presentan defectos.

Los electrodos son puestos en soluciones llamadas buffer de un pH conocido, normalmente utiliza
4.01, 7.00 y 10.00 pH. Normalmente se calibra al punto cero del sistema 7.00 debe contar con un
botén o un potencidmetro de ajuste para que la lectura se ajuste a 7.00. Como segundo se enjuags
el electrodo y se sumerge en la segunda sotucion buffer, se calibra en solucion 4.00 si la solwcitn a
medir es acida, si es una alcalina se calibra a 10.00.

Foto: potencidmetro con las soluciones para calibracién

OPERACION.

I. Saque el electrodo de su botella de remojo y conserve la botella.

2. Agite el electrodo vigorosamente en una solucibn de enjuague.

3. Sacuda &l electrodo con un movimiento brusco para remover las gotas de solucitn restante.
4. Agite el electrodo vigorosamente en 1a solucién muestra y deje estabilizar.

5. Una vez estabilizado, tome la lectura.

PROBLEMAS COMUNES EN ELECTRODOS.
Existen de manera normal ciertos problemas con los electrodos, independientemente de que estos

SCan:
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1. Envejecimiento: causado por lecturas de alto o baje pH, altas temperaturas,
solubilidad, etc.

2. Recubrimientos: las sustancias que se miden a veces dejan un recubrimiento sobre
el electrodo.

3. Abrasiones: Cuando los electrodos de vidrio estin rayados fallan en su
funcionamiento.

4. Fragilidad del bulbo: el grosor del bulbo y como se encuentra protegido afecta Ia
lectura.

5. Ataque quimico: algunos quimicos atacan al vidrio otros al plastico.

1.2.7 INCUBADORA.

Es aquel equipo empleado para proporcionar a los ensayos microbiologicos la temperatura 6ptima 2
la cual se desarrollardn los microorganismos.

Este tipo de equipos debe contar con un procedimiento de operacion y de limpieza, con una biticora
de registros de 12 temperatura para detectar cualquier falla.

foto: incubadora 1ab-line empleada para crecimiento de mesofikos

VALIDACION.

Calificacion de Instalacidn. (IQ). Es propiamente de la instalacion, y se hace referencia de las guias
especificadas, al soporte eléctrico, la identificacifn del equipo, la documeatacién necesaria, el
material de tos componeates, Lubricantes, etc.

Equipo dentificado: Numesro de serie, modelo, nombre del fabricante, y localizacién del equipo,
codigo interno empleado por el proveedor.
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Documentacion: el manual de operacién y mantenimiento y disedo del equipo. Los procedimientos
de operacién y limpieza del equipo.

Requerimientos del equipo para su uso: Especifica el voltaje y amperajes requerido para sus buenas
condiciones de operacidn.

Calificacifn de operacién: (OQ) es una evaluacidn que podria establecer si el equipo puede operar
conforme a especificaciones.

Se verifica a todos los instrumentos criticos en el equipo, evaluando el botén de encendido y
apagado, los indicadores de temperatura, &l mentl del panel de control si es que cuenta con él, ei
botén de 11 para aumentar la temperatura o et de U para disminuirla, el sistema de alarma.

Una vez realizado esto, se realiza uma cofrida con camara vacia colocando 16 termopares en
diferentes puntos de 1a incubadora y se detectan los puntos mas frios por un lapso de 24 horas y se
establece el rango de temperatura para trabajar el equipo. Los termopares empleados tienen que
estar previamente calibrados.

Calificacién de desempefio: (PQ)} Se realiza la calificacion de desempefio, de acuerdo las
condiciones de rutina de operaciin del equipo, y baciendo la corrida con los termopares pero ahora
con cimara llena, para esto se requiere ¢l patron de carga.

12.8 CAMPANA DE FLUJO LAMINAR.

Las campanas de flujo laminar estin disciiadas pama proporcicnar zonas estériles de trabajo,
permiticndo un alto grado de libertad de operacidn que cumplen con el Federal Standard 209D US.
_ Son ideales para realizar actividades que requieran condiciones de esterilidad en donde se manejen
materiales que no contengan microorganismos patGgenos para el personal que opere el equipo.
Bisicamente las condiciones de esterilidad se logran mediante dos procedimientos simultineos: 1a
introduccitn de aire esténil hacia la zona de trabajo y el confinamiento a velocidades bajas de dicho
aire logrando que este avance en una sola direccién tomando la forma de los objetos que encuentra
a su paso por la zona, evitando la contaminacién exterior y aquella que podria provenir de los
objetos localizados en la zona de trabajo.

El cuerpo de las campanas cstd construido en acero al carbdén con acabados de esmalte
clectrostitico. Al frente en la parte inferior de la campana se localiza la ventanilla de alimentacion
de aire que cuenta con un prefiltro de fibra sintética cuya funcién principal es la de detener las
particulas grandes suspendidas en el medio ambiente dei laboratorio. El aire prefiltrado de esta
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manera pasa a2 1a cdmara de compresidn de aire y es enviado mediante la accién de un soplador de
aire hacia el filtro HEPA que lo envia hacia la zona de trabajo a una velocidad de 80 a 120 FPM.

OPERACION.

l.- Limpiar y sanitizar la campana de flujo laminar, de las partes menos sucias hacia las mas sucia,
de adentro hacia fuera.

2.- Enciender ¢l interruptor y dejar que fluya el aire por o menos 30 minutos antes de ocupar el
equipo.

3.- S6lo mantener las manos dentro del area de trabajo, no intreducir el cuerpo.

4.- Al concluir las pruebas microbiologicas limpiar y sanitizar nuevamente el equipo y apagar el
interruptor.

CALIFECACION DE LA CAMPANA DE FLUJO LAMINAR.

PRUEBAS DE INTEGRIDAD DEL FILTRO

1. Prucba Biologica de esterilidad.

Forma parte de los protocolos de calidad. Es necesario realizarla después de que la campana ha sido

instalada ya que serd una herramienta muy Gl para valorar los procedimientos de transporte e

instalacién de la misma.

a) Preparar de 7 a 9 cajas Petri con AST.

b) Seguir las instrucciones de operacion.

¢} Distribuir de 6 a 8 cajas Petni sobre la superficie de trabajo de la campana. Haga un pequefio
diagrama de la localizacidn de cada una de ellas. Selle la caja restante con parafilm o pelicula
plastica, este serd ¢l testigo negativo.

d} Destapar las cajas Petri y déjelas de esta manera por un periodo de aproximadamente una horz.
Nata: cs mportanic qoc darasie esie iempo, s¢ cvile realizar movimicatos bruscos, abrir y/o comar pucrias, veqtanas
o coalquicr accidn que podicra alicrar ¢l resultado de ta procba.

e) Tapar las cajas de Petri y siga las instrucciones dadas en <f apartado II.

f) Incubar las cajas y ¢l testigo.

2. Monitoreo de 1a vida iitil de los filtros HEPA.

Las campanas cuentan con un medidor de presita diferencial, localizado en el panel de control, que

muestra la presion estitica positiva existente en la cdmara de alimentacién de aire en una escala de

0 a 50 mm de agua. Inicialmente, cuando el filro estd “nuevo”, la presidn es aproximadamente de




15 mm de agua y dependiendo de la cantidad de particulas que se acumulen por retencién en el
filtro se ird incrementando.
Es conveniente Hievar un registro de 1a presion diferencial y solicitar la medici6n del flujo de aire a

cada incremento de 4 mm de presién.

3. Prueba de medicion def flujo de aire salida del filtro HEPA.

Esta prueba se realiza con un flujdmetro o anemdmetro, haciendo pasar el sensor de aparato por
toda la superficie del filiro, a una distancia aproximada de diez centimetros. Si no cuenta con et
equipo necesario para ello.

4. Prucba de paso de particulas a través del filtro para particulas mayores a 0.3 micrones.

CUIDADOS Y MANTENIMIENTO )

I. Mantener libre de polvo el cubicule donde se localice ka campana.

2. Conectar la campana a una toma de comiente de 100 volts, aterrizada. Comprobar que no
existen variaciones significativas de voltaje en la linea.

129 CENTRIFUGO DE AIRE

El aire es un reservorio importante de microorganismos, pero no es un medio de proliferacién. Es
un vector, un iransportador de microorganismos procedentes del exterior o de la actividad en el
local.

La necesidad de controlar ¢l entornoe de trabajo industrial y hospitalario impone instaurar controles
microbiolégicos del aire.

La utilizacién de este equipe permite estos coatroles.

De conformidad con normas en vigor, posee un caudal de aspiracion garantizado a 100 L/min, asi
como uns velocidad de impacto inferior a 20m/seg.

Foto: Centrifugo de aire por impactacion




Foto: Centrifugo de aire con la placa del medio de cultivo para impactacion

PRINCIPIO DE IMPACTACION.

El papel de la impactacion es separar las particelas del flujo de aire haciéndola impactar en una
placa con medio de cultivo. Para ello, hay que acekerar fuertemente el flujo de zire por encima de la
superficie de impactacidn

El aire es aspirado por una turbina a través de una superficie tamizada Cada orificio forma un
chofro de aire que impacta las particulas en €l agar colocado bajo la rejilla

Una placa de lectura y de correccion estadistica permite convertir el resultado leido en el laboratorio
(UFC) en la cantidad mas probable de microorganismos tomados por medio cibico de aire,

PRECAUCIONES DE USC

» Verificar el estado higiénico del aparato y de las rejillas de toma de muestra

* Enroscar y desenroscar la rejilla de toma evitando el contacto con la zona perforada.

» Los medios de cultivo en placa Petri de 90 mm deben respetar las siguientes caracteristicas:

- Espesor minimo d 2.5 mm

- Superficie plana

- No tiene aspecto deshidratado ni humedad excesiva.

¢ Mientras dura la toma de muestra, evitar efectuar movimiento in(tles, pasar delante del
aparato, toser...

s Comenzar por las tomas de las zonas supuestamente menos contaminadas.

s Dar mantenimiento al aparato después de utilizacién: esterilizacién de las rejillas y limpieza del
aparato.
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e Esterilizacion de la rejilla de toma de muestra
¢ No utilizar acetona o solventes clorados para su limpieza, sélo una simple solucién jabonosa y
desinfectar con alcohol al 70%.

1.2.10 MICROSCOPIO

Es aguel instrumento que se utiliza para obtener una imagen aumentada de objetos minisculos.

El tipo de microscopio més utilizado es el microscopio dptico, que se sirve de la luz visible para
crear una imagen aumentada del objeto. El microscopio dptico més simple es la lente convexa doble
con unz distancia focal corta, los microscopios compuestos que disponen de varias lentes con las
que se consiguen aumentos mayores. Hasta por encima de las 2.000 veces.

TIPOS:
a) Microscopio dptico.
b} Microscopio clectrénico

MANEIO Y USO DEL MICROSCOPIO.

1. Comprobar que las lentes del ocular y de los objetivos estén kimpias: de no ser asi limpiar
cuidadosamente con papel especial para dptica. No tocar las lentes con los dedos.
2. Colocar la preparacién (sin cubre-objetos y con la muestra en la parte superior) sobre la platina
sujetdndola con el dispositivo mévil. Comprobar previamente que el objetivo de menor aumento
estd en posicidn de empleo.
3. Para bacteriologia, iluminar la preparacién bajando el condensador y con ¢l diafragma abierto.
4. Colocar ¢l objetivo de 10 aumentos (x10) y enfoque:
5. Pasar al objetivo de 40 aumentos (x40). Suba ligeramente el condensador. La imagen debe de
estar cast enfocada; afine el foco con el micrométrico.
6. Empleo del objetivo de inmersion:
a.  Girar el revolver hacia el objetivo de inmersién dejéndolo a medio camino entre &ste y el
chjetivo de X490,
b. Colocar una gota de aceite de inmersion sobre ef punio de luz.
¢. Terminar de girar suavemente ¢l revélver hasta la posicion del objeto de inmersion,
asegurimdose de que éste no toca la preparacin pero si la gota de aceite.
d. Enfocar cuidadosamente con el micrométrico.
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e. Finalizada la observacion de una preparacién y antes de retirarla de la platina, colocar el
objetivo de menor aumento girando el revolver en el sentido hacia la lupa.
f. Retirar la preparacitn y limpiar el cbjetivo de inmersién empleando un papel especial.

CUIDADOS Y MANTENIMIENTO

1. Si no se estd utilizando el microscopio, éste debe estar guardadoe o bien cubierto por una funda de
plastico con el fin de evitar que se ensucien y dafen las lentes.

2. No se deben tocar mumca las lenes con fas manos.

3. No fuerce los dispositivos giratorios del microscopio (macro y microméiricos, platina, revolver y
conddensador}.

1.3 REACTIVOS.

Identificacién. Los reactivos quimicos que ingresen al almacén del laboratorio deberan ser
claramente identificados con los siguientes datos:

a. Nombre quimico y calidad ( R.A, Q. P,, USP, B. P,, etc).

b. Nimero progresivo de adquisicion marcado en la tapa y en el frasco.

c. Fecha de Adguisicién Se llevard un registro de adquisicién de reactivos en donde se

consignen los datos arriba mencionados.

Registro general de reactivos. Para cada reactivo se llevard ua registro en €] que aparezcan los datos
siguientes:

1. ldentificacién

2. Registro de movimientos en que se consignen fecha, cantidades (entradas y salidas)
y saldo.

3. Almacenamiento. Los reactivos quimicos serén zlmacenados en estantes abiertos,
en un local ventilado y fresco, separando aquellos cuya evaporacién o sublimacion
pueda resultar contaminante para los demds reactivos o dafiar la etiqueta de los
frascos que lo contienen. Para el almacenamiento de reactivos sujetos a
evaporacion o sublimacidn se tomardn las precauciones necesarias.
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1.3.1 SOLUCIONES REACTIVO.

Estas comprenden aquellas de trabajo cuya concentracidn no esta sujeta a determinacion analitica

1. Identificacién Cada frasco con solucién deberd teper uba etiqueta que contenga los
siguientes datos como minimo:
a.  Nombre del reactivo
b. Concentracién ( expresada como Peso/volumen :P/V, Volumenfvolumen: V/V,
etc.)
c. Fecha de preparacion
d. Preparador

2. Proteccidn. Las soluciones deberdn estar contenidas en frascos adecuados, protegidos de la
luz, de la evaporacién y de todo aquellc que pueda hacer variar su councentracin y la
integridad del soluto y del solvente.

3. Almacenamiento. Las soluciones reactivo deberdn estar atmacenadas en forma tal que se
preserven de posibles alteraciones.

4. Fecha de caducidad. Las soluciones reactivo tendrin como vigencia, aquella en la que se
hays demostrado que en el transcurso de Iz misma no hay alteracién, pero su fecha de

caducidad no serd mayof a s¢is meses.

1.32 SUSTANCIAS DE REFERENCIA

Se dividirin en:

* Sustancias de Referencias primarias

+ Sustancias de Referencias Secundariss

s Sustancias de Referencia Internas de trabajo

Las sustancias de Referencia Primaria serdn aquéllas que proporcionen los organismos autorizados.
Las sustancias de Referencia Secundarias serin aquéllas que s¢ adquieran de fuentes confiables,
como es el caso de COSUFAR, SUP, B. P, etc, para efectuar los analisis rutinarios con los
métodos que aparecen en los textos aprobados.



Las sustancias de¢ Referencia Internas de Trabajo son aguellas obtenidas de materias primas de alta
calidad farmacopeica y cuyos parametros se han comprobado mediante andlisis efectuados por el
propic laboratorio.

Estas categorias de Sustancias de Referencia se almacenardn por separado y su manejo cumplird
con los requisitos sigusentes:

a. Responsable. Se designard dentro de la organizacién del laboratorio, un responsable del
registro, almacenamiento, surtidc y reposicion de [as sustancias de referencia.
b. Registro. Se llevard un registro para cada sustancia de referencia que contenga los
siguientes datos:
1. Origen
2. Fecha de adquisicién
3. Cantidad adquinda
4. Clave de entrada

Cada vez que utilice la Sustancia de Referencia se anotard en el registro:
1. Fecha de utilizacién
2. Anilisis en el que se empled
3. Responsable que b surtié
4. Cantidad surtida

c. Almacenamiento. Se almacenarin en condiciones tales que no se afecten sus caracteristicas.
Se les protegerd de condiciones de temperatura, humedad e iluminacion inaproptadas.
Dichas sustancias deberdn almacenarse debidamente codificadas marcindolas con una clave
que pueda permitir La localizacién de todos sus datos en los registros comrespondientes.

1.33 MEDIOS DE CULTIVO

Un medio de cultivo es un conjunto de nutrientes, factores de crecimiento y otros coimponentes que
crean las condicioncs necesarias para el desarrolle de los microorganismos. La diversidad
metabélica de bos microorganismos es enorme; por ello, la variedad de medios de cultivo es también
grande, no existiendo un medio de cultivo universal adecuado para todos cllos. Daremos
iinicamente una idea general sobre algunos de kos constituyentes habituales de un medio de cultivo.
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IDENTIFICACION. Para este efecto, seguir las indicaciones sefialadas para reactivos quimicos
anotando la marca del medio de cultivo.
ALMACENAMIENTO. Los medios de cultivo se almacenardn aislados de los demas reactivos, en
las condiciones de almacenamiento que indique el fabricante.

VERIFICACION DE LA CALIDAD. A cada medio de cultivo adquirido se Ie efectuardn las

siguientes prucbas como minimo:

* Promocién de crecimiento para microorganismos especificos del medio.

o Determinacion de la seasibilidad.

s Determinacién del pH antes y después de esterilizar el medio. Para cada medio, se recomienda
disefiar estudios cualitativos y cuantitativos para su control, sobre todo para bos selectivos o
diferenciales.

e La calidad de los medios de cultivo se puede ver afectada por ciertos errores durante [a
preparacitn, los cuales se mencionan en la Tabla de Factores que afectan la calidad.

Se llevari un registro de la verificacion de calidad en donde aparezcan los resultades obtenidos y

todos los datos de identificacidon del medio, el nombre del analista y |a fecha de andlisis.

PREPARACION DEL MEDIO. El técnico llevara un registro en que aparezcan los siguientes
datos:

e Identificacién del medio

e Método utilizado

e Pesadas

¢ Calidad del agua destilada {constancia de su calidad microbiologica y quimica).
* Material utilizado (constancia de lavado y esterilizacion).

s Control de la esterilizacidn.

*  Personal técnkco

s Fecha de Preparacién

¢ Fecha de caducidad

s Observaciones

CONTROL DEL MEDIO DE CULTIVO. A cada lote de medio preparado y antes de su
utilizacidn, se ke efectuarén las pruebas necesarias siguiendo la metodologia indicada en el inciso y
se anotaran los resultados en el registro correspondiente.

TABLA DE FACTORES QUE AFECTAN LA CALIDAD DE LOS MEDIOS DE CULTIVO DURANTE
SU PREPARACION.
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FACTOR CAUSA PROBABLE

Pesada incosrecta del prodecio Error urpumo ¢ mechaico

Expico de pado rad Calos, b dad dacitn w oH0s s N A

Agus no adecuada Pre de bibid o p de ¢ por
alier de las col d

Empleo de msierial sacio Residuos de dowerg SOSRACiEs quiTmicas varias, |iompicza dek

Piacas o twbos coa agar sueve o dure Falta de uniformidad en b exezcl del prodecio. Medicidn incerecta ded
sgua Agar feera de especificacicoes

Akeraciones  del  medio  por  bidrdlisis  del  agar, | Sobrecal i e s preparaciéa yio esierilizaciin del medio.

lirachim de carbohid bajs o pH, de | Esp d iado trerapo ankes de distribuitio ea placss, twbos o frescos.
accidm  mhibid érdida del colo de los medios

sedectivos o diferencisles, formaciin de precipitados

Esteribimacidn defectaoss dal medio Falta de compiobacidn con indicad bhokig mspecciia fisica
defectsosa de cada boie, fadts de coatrol ca los oquipos de registo de
presida, de tempersun y de empo.

El pH incormesio ElpH »o fue oy do a emp i

Bt . o inad Empleo de suph 0 eneicy 2 "

Dx ko pricTobiane dudoso o no risth Mo haber sometido los medios & proches promnotons de crecimicato

Aberaciones fsices de los medios ya preparsdos. Maacio ¥y alm > imncier falta de vigidemcis de b

emperatan, tuz, xnedad de bos medios onginales. Empaque deft

Calidad inadecuada de los medios ya prepanados Procedion. ¥y progr de comiml de medios oo verificados ¥
achalizados

Fala de reprodecibibided cn la calided de los medhos | Falta de registro v di caprarali de b bcnidos con

preparados con indes de dife lotzs yfo marcas. di ferenies lokes yio marces del mismo medio.

Ambicatz No controlado Fakins de m de bos 5 de imyeccim de aire. Filtros
imaderasdos.
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1.3.4 PRUEBAS BIOQUIMICAS

La identificacion bacteriana se realiza tras el estudio de las caracteristicas tintoriales, morfolégicas
y bioquimicas de les microorganismos. La identificacidn bioquimica se basa en la habilidad de las
bacterias de producir enzimas ficilmente detectables, en las caracteristicas metabdlicas especificas
de cada microorganismo, etc. Con este fin, existen en el mercado una enorme variedad de medios
de cultive disefiados no sdlo para permitir el crecimiento y multiplicacidn de los microorganismos,
sino también para inhibir los de otros (medios selectivos) o resaltar determinadas caracteristicas
metabolicas (medios diferenciales).

Se tiene [a forma clisica de las pruebas bioquimicas, que ¢s mediante la preparacién de diversos
medios de cultivo selectivos ¢ diferenciales, sin embargo, actualmente éstos métodos estin siendo
sustituidos por microprucbas en sistemas semiautomdticos, que permiten una identificacién mds
rdpida y menos laboriocsa.

Los mas empleados en la industria farmacéutica es ¢l API (que se detalla el procedimiento mas
adelante}, y el BBL cristal de Becton Dickinson, los cuales parten del empleo de substratos
bioquimicos y enzimaticos deshidratados. Para rehidratar los substratos, se utiliza una suspensibn
bacteriana correspondiente a las soluciones de McFarland. Las pruebas usadas en estos sisternas de
identificacién s¢ basan en la utilizacién y degradacién microbiana de substratos especificos
detectados por sistemas indicadores,

ALMACENAMIENTO. Los medios de cultivo se almacenardn atslados de los demds reactivos, en
las condiciones de almacenamiento que indique el fabricante.
No emplear prucbas btoquimicas con fecha de caducidad vencida

1.4 MATERIAL BIOLOGICO.

1.4.1 CEPARIO

La manera mis adecuada para conservar cultivos microbianos puros es por medio de la
liofilizacién, sicmpre y cuando se opere dentro de las condiciones especificas par cada
microorganismo en particular.

Hay varios métodos alterpativos de comservacion de acuerdo con las caracteristicas de cada

microorganismo, las posibilidades del laboratorio y la experiencia del personal. Entre estos métodos
se pueden mencionar: coaservacin en ampolietas con sangre desfibrinada, en soluciones de
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glicerina sobre nitrogeno liquido (el mancjo de éste requiere precauciones especiales), en liquidos
nutritivos bajo congelacidn, bajo cepas de glicerina y parafina estériles, etc.
Sin embargo, el métode méis empleado es el de la siembra periddica de tubo a tubo.

RESIEMBRA. Para la siembra se emplean tubos de ensaye de 130 o 150 mm por 15 mm que se

cubren con tapén de rosca o bien con algodén y gasa.
Se usan asas de 7 cm redondas y rectas con porta-asas adecuados.

Los mecheros utilizados deben proporcionar una amplia zona de proteccibn bacteriolégica que
garantice la ausencia de microorganismos contaminantes.

Para el procedimiento de resiembra, se explicara mas a detalle en principales técnicas
microbiolégicas.

Se llevara un registro del niimero de resiembsas asi como de los resultados de control después de su
incubacidn cosrespondiente.

ALMACENAMIENTO. Todas las cepas deberdn ser almacenadas en condiciones tales que
garanticen sus condiciones de actividad y pureza.

CONTROL. Cada cepa que se adquiere deberd ser verificada mediante tinciones, microscopia,
bioquimica, etc y los resultados registrados con los siguientes datos:

¢ Identificacion de la cepa

* Métodos de control

s Prucbas y resultados

* Analista

» Fecha de andlisis

1.42 ANIMALES
El uso de a animales de laboratorio en las actividades de control de calidad de medicamentos y
productos bioldgicos, constituye una de las etapas finales criticas en la tarea de produccién de

farmacos a nivel mundiai. Para ello se requiere de un bioteric para mantenimiento de diversas
especies de animales, principalmente concjos ¥ ratones.
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ORGANIZACION INTERNA. Se debe contar con un programa de Medicina de Animales de
laboratorio, estd basado en ka calidad y pertinencia que e sea conferido por el veterinario o bien el
analista a cargo del bioterio.

Se debera contar con un personal técuico y profesional especializado, entre los que sobresalen los
analistas y el médico veterinario. Es conveniente organizarlo en forma general en tres dreas de
responsabilidad bien definidas como se indica a continuacion:

a} Servicios médico veterinarios
b) Servicios generales de cuidado animal
c) Servicios administrativos

Pot otro lado es necesario organizar bos servicios del bioterio en secciones:

+ Seccitn de adquisicidn y cuarentena de animales

¢ Seccifn de experimentacion animal

» Area de limpieza

Para una mepor integracion de los servicios, se debe comsiderar la necesidad de implementar

algunos procedimientos que describan de forma extensiva tos métodos de trabajo del mismo.

¢ Procedimicnto de Operacién: considerando Aspectos generales del bioterio, pricticas de
cuidado y atencién de animales experimentales, programa de cuarentena y medicina preventiva,
programa de limpieza ¥ sanitizacion.

* Procedimiento de métodos de Experimentacion animal y ewtanasia: Este deberd contener las
recomendaciones generakes para ¢l uso de animales experimentales, manipulacidn de animales
del Iaboratorio, métodos y vias de administracién de firmacos, procedimientos de cutanasia,

¢ Procedimientos de cuarentena y acondicionamiento de animales: este deberd coatener la
recepcion de animales, abojamiento, registro ¢ identificacidn, Criterio de rechazo de animales,
acondicionamiento, periodo de cuarentena.

1.43 LIOQFILIZADOS

Los liofilizados més empleados en la industria farmacéutica son el Lisado de amebocitos de
limulus (LAL) ¥ endotoxinas bacterianas (Escherichia coli) empleados para 1z determinacitn de
eodotoxinas bacterianas (pirdgenos) presentes en productos inyectables.

La reaccién de endotoxina bacteriana y LAL fue reportada por primera vez por Bang en 1956 quien
observd que el mecanismo de coagulacion de 1a hemolinfa de Limufus polyphestus era inducida por




la invasidn bacteriana que ocasionaba la muerte de €ste cangrejo por coagulacion intravascular. Mas
tarde Bang y Levine en 1968, repostaron que el coagulo resultaba de la accion de la edotoxina
sobre 1a proteina coagulable que s encuentra en los amebocitos circulantes del crustaceo.

La evidencia indica que se precisan cuatro sustancias para que se lleve a cabo la reacciin de
coagulacién del lisado. Tres de ellas, la enzima procoagulante, las proteinas coagulables
{coagulégenos) y los cationes divalentes de Calcio se hallan presentes en el lisado. La reaccion se
inicia en presencia de endotoxina (lipopolisacdrido) de bacterias Gram-negativas. La temperatura
Optima recomendada es de 37°C + 1*C y un pH entre 6.0 y 7.5.

El mecanismo de la reaccion implica la activacién de la enzima procozgulante por calcio y
endotoxina Esta enzima activada cataliza el desdoblamiento del coagulogeno en subunilades de
polipéptidos. La naturaleza quimica del coagulogeno y de sus subunidades coaguladas fue
amplismente estudiada en el Tochypleus tridenfatus, una especie de cangrejo en herradura
encontrado en ¢l mar de Jap&a que tiene [a misma respuesta a 1a endotoxinz que el limulo.

El método de LAL por su rapidez, sensibilidad, exactitud, reproducibilidad y sobre todo por ser
cuantitative, ¢s un magnifico instrumento de control de calidad para la valoracidn de pirégenos en
agua, materias primas y productos terminados. Pudiendo incluse utilizarse para cuantificar
endotoxina durante el desarrolio de un producto biolégico.

El lisado de endotoxinas bacterianas también se emplean en la validacidn de un proceso de
despirogenizacitn de los hornos empleados para despirogenizar material tanto en el laboratorio de
microbiologia y en el irea de inyectables.

PRUEBA DE SENSIBILIDAD. Esta prueba se fundamente en comprobar la sensibilidad del lisado
de limulus para considerar aprobado el empieo de este reactivo, posteriormente se daré a conocer en
que coasiste la técnica

15 PRINCIPALES TECNICAS MICROBIOLOGICAS

1.5.1 PROCEDIMIENTO DE LIMITE MICROBIANGS DE PRODUCTOS NO ESTERILES
(MATERIAS PRIMAS, PRODUCTOS INTERMEDIOS Y TERMINADO)

La variedad de contaminantes de origenes diversos (animal, vegetal, humano e inchiso sintético)
representa una de las causas méis comunes de la coataminacién que puede esperarse en un

medicamento no estéril. Para verificar la calidad de los productos (materias primas y productos
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terminados) las instituciones oficiales y la industria farmacéutica y farmoquimica, pueden utilizar
diversos métodos de andlisis, segiin sus necesidades.

Existen dos tipes de contaminacidn: primaria y secundaria. Contaminacidén primaria es aquetla que
se cuenta en de origen en la materia prima.

Contaminacién secundaria es 1z que se introduce durante el manejo inadecuado de la materia prima
o del producto terminado.

Microorganismos Objetables.

De acuerdo con la FEUM, son 4 los microorganismos patdgenos que hay que investigar:
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Salmonella spp.

Sin embargo hay miroorganismos que aunque Do son considerados patdgenos por sus
caracteristicas, niimero y ademds por la composicion del producto, pueden afectar 1a estabilidad de
éste y/o indicar un manejo sanitario deficiente de la materia prima o medicamenio, causando un
problema de salud adicional al paciente. En consecuencia es conveniente tratar de aislar, identificar
¥ Teportar estos microorganismos, lo que permitird conocer mejor las materias primas, exigir mejor
calidad al proveedor, discdlar un scguimiento durante el proceso y ver si no se trata de una
contaminacidn secundaria y asi establecer las medidas que corrijan la falla.

L MATERIAL

—

Pipetas scrologicas graduadas de 5, 10 y 20 mL
Cajas Petri desechables

Frascos vacios estériles de 160 mi con tapa
Espétitas

Balanza

Pinzas

Asas Bacterioldgicas
Incubadoras de 35° y 25°C + 2°C

Autoclave

10. Frascos con 90 mL de caldo lactosado

© W N AW
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11. Matraces con agar soya tripticaseina con solucidén de tween y lecitina de soya (solucidn
inhibidora de conservadores).

12, Matraces con agar dextrosa Saboraud con solucidn tween y lecitina de soya (solucion
inhibidora de conservadores).

13. Frascos con 45 mL de buffer de fosfatos pH 7.2 estéril

14. Placas con medios selectivos:

> Agar xilosa lisina desoxicolato (XLD)

» Agar eosina azul de metileno (EMB)

» Agar Mc Conkey (McC})

> Agar verde britlante (  VB)

» Agar Vogel Jonhson (V])

» Agar cetrimida (Cet)

15. Galerias AP!

16. Reactivos para tinciones

. PROCEDIMIENTO

1. Preparar siguieno las indicaciones del proveedor para:
% Agpar soya tripticaseina (AST)
+» Agar dextrosa Sabouraud (ADS)
< Caldo lactosado (CL)
< Medios selectivos

1.1 Esterilizar de acuerdo al patrdn de carga para cada uno.

1.2 Para los medios selectivos

121 Vaciar los medios estériles en placas Petri desechables 15-20 ml para cada una
1.22  Dejar solidificar

2. ldentificar el material
2.1 Un frasco vacko estéril (aplica sblo para producto terminado)
2.1.1 Un frasco conteniendo caldo lactosado (90 mL)
2.1.2 Identificar un frasco con buffer estéril con los mismos datos anexando dilucion 1:10 6 1:100
con lo siguiente:
& Nombre del producto
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+» Fecha
*+ Dilucién
< Analista

2.1.3. Identificar placas desechables en la tapa como se observa en la siguiente ilustracitn:

3. Andlisis de la muestra

3.1 El personal que lleve a cabo el anilisis debe conocer los procedimientos de cada lugar
donde 1a vaya a realizar {campana de flujo laminar).

3.1.2
3.13
3l4
315

316

317
3.18

Transferir el material necesario a la campana de flyjo laminar.

Colocar el material de manera que no obstruya el flujo del aire.

Sélidos liquidos, tabletas y grageas.

Tomar el frasco de caldo lactosado identificado para la muestra y dentro de la campana
desenrosque la tapa.

Para el caso de los sdlidos, sanitizar la balanza y colocar dentro de la campans de flujo
laminar, & manera que pueda utilizarla ficitmente. Colocar el frasco en el plato de la
balanza

Tarar el frasco

Abrir el frasco y agregar 10 g 6 10 mL de muestra (dituciba 1:10)

NOTA: Trate de hacer ¢l menoc mamero de movimicaios para cvilar la contaminacion de i muestra.




3.1.9 Homogenizar [a muesira agitando en el vortex.

3.1.10 Inocular por duplicade 3 mL de la muestra a cada placa identificada para el producto.

3.1.11 Tomar 5 mL de la muestra 1:10 y transferir en el frasco que contiene 45 mL de buffer
estéril identificado para la muestra.

3.1.12. Homogenizar la muestra, con el vortex (dilucién 1:100).

3.1.13. Inocular por duplicado 3 mlL para cada placa, de esta Gltima dilucién a las placas que
estén identificadas como 1:100.

3.1.14. Agregar a cada caja de 15 a 20 mli del medio de agar de soya tripticaseina con tween y
lecitina o agar dextrosa Saboraud previamente esterilizado y puesto en bafio de agua a una
temperatura aproximada de 45°C a 43°C.

3.1.15. Con movimientos suaves rotatorios, mezclar la alicuota de la muestra con el medio de
cultivo, evitar derramar liquido.

3.1.16. Dejar solidificar el medio de cultivo e incubar las placas en posici6n invertida a 35°C+
2°C, durante 48-72 horas para el recuento de mestiibos y de 22.5°C + 2°C de 5 a 7 dias para hongos
filamentosos y levaduras.

4  lnvestigacién de mi i objetables.
Llamamos microorganisios objetables, a aquellos patégenos que podrian presentarse en un
producto o materia prima y que debemos detectar mediante 1z utilizacin de medios selectivos
o enriquecidos para poder dar un dictamen al final de la prueba, de ausencia & presencia.

4.1 Tomar ¢l frasco con caldo lactosado e incubar a 35°C + 2°C, por el lapso de 18 a 24 horas.

4.1.1 Transcurrido el tiempo de incubacitn, realizar la siembra en medios selectivos de aquellos
catdos donde observe crecimiento para detectar micreorganismos chjetables.

4.1.2 Sanitizar perfectamente 12 mesa

4.1.3 Enciender el mechero.

414 Esterilizar a la flama cf asa bacteriolégica.

a) ldeatificaciin de Psendomonss acruginoss.

Tomar una asada del cultivo anterior y sembrar por estriz cruzada en agar cetrimida. Incubar y
observar morfologia colonial.
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a) Identificaciin de Salmsonells.

Tomar un mL del caldo lactosado con una pipeta estéril y resembrar en 10 mL de caldo
selenitocisteina y en 10 mL de caldo tetrationato, Mezclar ¢ incubar de 18 a 24 horas. Transcurrido
el tiempo de incubacidn, tomar una asada de cada uno de Jos medios y resembrar por estria cruzada
en los medios: agar verde brillante, agar xilosa-lisina-desoxicolato o agar sulfito bismuto. Incubar
24 horas a 35°C, observar la morfologia microscépica y cobonial.

&) Identificacién de Escherichis coli.

A partir del caldo lactosado resiembrar por estria cruzada el medio agar levine azul de metileno o
agar McConkey, incubar a 35°C por 24 horas, observar la motfologia colonial.

NOTA: Confirme ¢l ressitado de las procbas antericres, realizando identificackbn mediante pruebas bioguimicas.
5 Resultados

5.1 Después del periodo de incubacion de las placas, realizar el conteo de colonias en cada una de
cllas auxilidndose para cllo del contador de colonias.

5.1.F.Calcular €] promedio de las UFC con 1a siguieate ecuacidn:
UFC= +UFC,+0.5 +  VUFG;+0.5
[ 2 1 -05

UFC\=UFCde laplacal UFCy= UFC de la placa 2

5.1.2. Determinar el nimero de colonias mediante ef factor de dilucitn.

5.1.3. Multiplicar por el factor de dilucién.

5.1.4. Dividir entre tres (el volumen de alicuota adicionado a cada placa).

5.1.5. Informar el nimero de UFC por gr o mL del producto.

5.1.6. Placas sin colonias; reportar como menos de 10 UFC/mL o g para mesdfilos.
5.1.7. La materia prima es aceptada si cumple con los requerimientos.

5.1.8. El producto intermedio y/o terminado es aceptado si cumple los requerimientos.




5.1.9. Las materias primas y productos (intermedio y terminado) son aceptadas siempre que no se
aislen microorganismos indeseables.

5.1.10. En caso de tener un producto o materia prima con una cuemnia microbiana muy cercana al
limite o fuera de éste, asi como presencia de microorganismos objetables, realice lo siguiente:

Realice un muestreo riguroso a la matenia prima ¢ al producto.

Analice nuevamente la muestra siguiendo cada uno de kos pasos de este procedimiento.
Determine el nimero de UFC/g o ml, asi como la presencia de microorganismos objetables.
Aplique dictamen d¢ APROBADO si cumple con especificaciones de acuerdo a lo indicado
en la Farmacopea, a la monografia de cada produwcto o materiz prima o simplemente a
especificaciones internas de la empresa, que las determino mediante estudios validados.

S N NN

IV. REFERENCIAS

1. FEUM 7 " Edicién, 2000. PAg. 312-319
2. USP 26 NF 21, 2003. Pag. 1681-1686
3. NOM-092-55A1-1994

V. ANEXO 1 PREPARACION DE SOLUCIONES
Solucidn Buffer de fosfatos pH 7.2 (concentrada)

1. Con una probeta medir 500 mL de agua desionizada

2.Transferir a un matraz aforado de 1000 mL.

3. Pesar M4 g de fosfato de potasio monobasico.

4. Disolver en el agua desionizada.

S. Ajustar el pH a 7.2 + 0.1, con hidréxido de sodio 1N (aproximadamente 175 ml).

6. Aforar la soluciin.

7. Distribuir en frascos de boca ancha 100 mL y esterilice a 121°C, 15 Ib, durante 45 minutos.

Solucion Buffer de fosfatos pH 7.2 (dituida)

1. Tomar un mL de la solucién concentrada y transferir en una probeta de 1000 mL
2. Adicionar a la probeta 800 mL de agua desionizada

47




3. Distribuir 1a solucién diluida colocando 45 mL en cada frasco.
4. Esterilizar a 121°C 15 1b. , durante 45 minutos.

5. Esta titima sotucién es 1a de uso

6. Solucién inhibidora de conservadores.

Solucion de Tween al 50% (T)

1. Mezclar 50 mL de tween 80 con 50 mL de agua.

2. Calentar hasta disolucitn.

3. Agregar 10 mL por cada 100 mL de caldo de soya

Solucidn neutralizante (¥)

1. Pesar 8 g de tween 80 v | g de lecitina.

2. Disolver en 100 mL de agua

3. Calentar hasta ebullicién

4, Dejar la solucidn reposar hasta que ésta sea transparente.

5. Agregar 10 mL por cada 100 mL de agar (agar soya tripticaseina o agar dextrosa Saborawd}

V1. ANEXO 2 MICROORGANISMOS OBJETABLES

Caracteristicas de Pseudomonas aeruginosa

MEDIO DE CULTIVO MORFOLOGIA COLONIAL |MORFOLOGIA
MICROSCOPICA

hiz ultravioleta se observan de | Prucba de Oxidasa positiva
color verde fluorescente




Caracteristicas de Escherichia coli

MEDIO DE CULTIVO

MORFOLOGIA COLONIAL

MORFOLOGIA
MICROSCOPICA

Agar McConkey

Colonias grandes rosas-rojas
rodeadas de una zoma de
precipitacion

Bacilos Gram negativos

Agar Levine-Eosina-Azul de
Metileno

Colonias pequefias azul-negro
con brillo verde metilico de
color verde.

Bacilos Gram negativos

Caracteristicas de Salmoneila spp
MEDIO DE CULTIVQ MORFOLOGIA COLONIAL MORFOLOGIA
MICROSCOPICA
Agar Verde Brillante Colonias  peguefias  transparentes | Bacilos Gram nepativos
incoloras rosas o blancas opacas,
frecuentemente rodeadas de una zoaa
1054 O roja
Agar Xilosa-Lisina | Colonias que no modifican el medio, | Bacilos Gram negativos
Desoxicolato rojas con O sin centro negro.
Agar Sulfito Bismuto Colonias negras o verdes Bacilos Gram negativos
Agar Fierro Triple Azicar Superficie akcalina{roja), picadura acida | Bacilos Gram negativos

(amarilla), con o sin produccién de
acido sulflirico (pegro).
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1.52 PROCEDIMIENTO DE CONTROL AMBIENTAL EN AREAS LIMPIAS

El grado de contaminacién microbiana en €l medio ambiente, estd influido por factores tales como
la frecuencia de ventilacion, el nimero de personas presentes y la naturaleza y grado de las
actividades que realizan los individwos dentro de los locales. En la industria farmacéutica se
requiere un coatrol microbiologico del ambiente ya que los medicamentos pueden contaminarse
durante su fabricacion por el aire, equipos, superficies de trabajo o et personal.

La industria farmacéutica debe cumplir unas normas de correcta fabricacidn que garanticen la
calidad microbiolégica de los medicamentos (NOM- 059:SSA1-1993, a la GUIA DE PRACTICAS
ADECUADAS DE  MANUFACTURA PARA  CUARTOS  LIMPIOS, 1989,
MICROBIOLOGICAL EVALUATION OF CLEANROOMS AND OTHER CONTROLLED
ENVIRONMENTS, 1995 el cual es desarroltado en 1a USP.)

La presencia y crecimiento de microorganismos en productos ya terminados, puede ocasionar
riesgo para la salud, o bien alterar caracteristicas fisico-quimicas que itmpedirin su
comercializaciéon. Por esta razdn las zonas de produccién deben mantenerse en unas condiciones
higiénicas con nivekes minimos de microorganismos y particulas no viables.

La frecuencia de muestreo esta establecida segin el tipo de drea, ademds de los datos obtenidos
durante los moaitorcos ambientales sirven como referencia historica para que cada empresa
establezca sus limites propios de alerta y de accién que se pueda implementar métodos de coatrol
microbiano necesarios en cada caso, asesordndose de 1a ISO 9002-1116.

Asi mismo la identificacién de los microorganismos que aparecen con més frecuencia nos llevard a
saber su posible origen y tomar las medidas necesarias para evitar sus entradas en dreas limpias y
asi permitir una desinfeccién mis correcta

Existen diferentes métodos para un control ambiental: el de impactacion mediante un equipo
especial el cual evalia los microorganismos en el aire, el de superficies que s¢ lleva acabo mediante
placa rodac, el de personal utilizando el mismo método que el anterior y por dltimo ¢l de gravedad
mediante la exposicion de placas con agar el cual se explicara a continuacién,

L. MATERIAL

- Agar Soya Tripticaseina (AST)
- Agar Dextrosa y papa (ADP)

- Cajas Petri estériles

- Transportador de placas Petri
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- Guantes
- Piceta con akohol al 70%

- Cuenta colonias

II. PROCEDIMIENTO

1. A partir del medio de cultivo preparado y esténl, vertir en cajas Peiri estériles,
aproximadamente 20 mL de medio { Agar soya tripticaseina AST o agar dextrosa papa ADP}
segin el caso, en condiciones asépticas y dejar gelificar, sobre una superficie uniforme.

2. Rotular tas placas con agar soya tripticaseina y agar dextrosa papa; una por cada punto a
monitorear con los siguientes datos:

- Medio de cultivo (AST o ADP)

- Punto de exposicidn (Numero)

- Departamento

- Fecha

3. Colocar dentro del transportador de placas en el orden de exposicién, asi como la piceta con
alcohol.

4. Dirigirse al 4rea correspondiente a monitorear.

5. Colocarse los guanies y sanitizar con akcohol al 70%.

6. Colocar una placa con agar soya wripticaseina, y una placa con agar dextrosa papa en cada punto
a monitorear, comenzando por los puntos intermos a monitorear hasta la parte externa, del lugar.
Abrirlas completamente al momento de exponer. Yer imagen

Foto: Personal del area de microbiologia realizando exposicion de placas
7. Dejarlas expuestas durante 30 min, transcurride este tiempo comenzar a cerrarlas en el orden
en que fueron expuestas y coléquelas dentro del transpentador de placas.

8. Trasladarlas al drea de Microbiologia.
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9. Colocar las placas de agar soya tripticaseina dentro de la incubadora cuyo intervaio de
temperatura sea de 35°C +2°C durante 72 horas, y las placas de agar dextrosa papa en la
incubadora que mantiencn una temperatura de 25°C + 2°C durante 5 dias.

10. Durante el periodo de incubaciin leer [as placas diariamente.

11. Registrar en la bitdcora correspondiente al drea monitoreada con bos siguientes datos:

- Fecha de exposicidn

- Hora de exposicidn

- Fecha de reporte

- Producto

- Lote

-  Sanitizante en uso

- Lote de medios empleado

12. Al términoc de la incubacitn, los resultados obtenidos reportar en la biticora y formato
correspondiente

NOTA: La exposiciia de cada drca sc reslizari coa Is fie ia que de mancra inkcrma cada empresa considere ¥ de

scucrdo al programa de control ambiental qoe se establ

111. CRITERIO DE ACEPTACION

1. Las dreas cumplen con los requisitos de un Area limpia si los resultados se encuentran dentro de

2. En caso de que los resultados superen las tres cuartas partes del limite establecido; aiin antes de
concluir el periodo de incubacidn, se debe informar al supervisor del 4rea, asi cémo al
supervisor de control en proceso para que se lleven a cabo las acciones cofrectivas inmediatas,
sean verificadas y se realice el control ambiental con el fin de corroborar la eficacia de la accidn
cofrectiva.
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1.53. PROCEDIMIENTO DE PRUEBA DE ESTERILIDAD

La fabricacion de productos farmacéuticos incluye un grupo de medicamentos que deben ser
estériles y entre los que se incluyen los productos inyectables, 6ticos y oftilmicos.

La prueba de esterilidad se realiza de acuerdo a bos métodos oficiales indicados en las farmacopeas
en las que se describen las pruebas directa e indirecta. La prueba de esterilidad se fundamenta en la
deteccion de formas viables de microorganismos en medios de cultivo adecuados que se encuentran
como contaminantes en productos estériles, estos ensayos se deben realizar en areas de trabajo
asépticas que tengan un control ambiental adecuado, es pecesario tener todos los controkes que
requiere dicha prueba para una interpretacibn adecuada,

Antes de efectuar cualguier prueba de esterilidad, debe determinarse si el producto en cuestion tiene
propiedades bacterickdas o bacteriostiticas y si contiene preservativos o cualquier otra sustancia que
posca este efecto.

Los medios de cultivo empleados en esta prueba deben haber mostrado que son capaces de permitir
la proliferacién de microorganismos diversos, tanto en condiciones aerobias como anzerobias y
espectalmente el crecimiento de fos microorganismos presentes en ef ambiente donde se rezlizan las
operaciones de fabricacién. El tamafio de muesira va a depender del producto a analizar. Se debe
tomar en cuenta la etapa en la cual se encuentrz ¢l producto. La muestra debe ser representativa de
todo € tote.

b

MATERIAL
Filtros estériles
Matraz Kitazato.
Bomba de vacio
Pinzas estériles

—

Vaso de precipitado

Tubo con 100 mL de toglicolato estéril

Frasco con 100 mL de tripticaseina estéril

Tubos con 100 mL de peptona de caseina &l 1% estéril
Placas con agar Soya Tripticaseina (AST)

10. Placas con agar Dextrosa y Papa (ADP)

11. Piceta con alcohol al 70%

12. Piceta con sanjtizante

8w N W kW
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[1 8 PROCEDIMIENTO

1. PREPARACION DEL MATERIAL

1.1 Para cada prueba a realizar prepare lo siguiente y testigo negativo:
¥ Frasco con caldo soya tripticaseina, estéril
¥ Tubo con medo liquido de tioglicolato
¥ 2 rbos con peptona al 1% estéril

Nsta: Verifique goc la fecha de preparacidn de bos medios no exceda de 48 boras ¥ que 30 sca menor de 24 horas.

1.2 Identificar cada uno de los frascos que contienen los medios con los siguientes datos:

Nombre del producto o testigo negativo
Numero de lote

Fase del proceso

Fecha de inicio del analisis

Fecha de fin de andlisis

A N N

1.3 Rotular 6 placas de AST y 6 placas de ADP de la siguiente forma:

1.4 En caso de contar con producto terminado acondicionar ¢l material como sigue:
1.4.1 Colocar las ampolletas en un vase de precipitados de capacidad suficiente
1.4.1.1 Si ¢! contenido de ta ampolleta es de un mL colocar 100 ampolletas




1.4.1.2 Si el contenido de las ampolletas es de 2 mL colocar 50 ampolletas
1.42. Adicionar alcobol al 70% hasta que se cubran totalmente las ampolletas
1.4.3 Dejar las ampolletas en el akcohol por lo menos 30 minutos antes de realizar la prueba
1.4.4 Colocar papel aluminto previamente sanitizado en la parte superior del vaso.
1.4.5. 1dentificar el vaso de precipitado con kos siguientes datos:
¥ Nombre del producto
¥ Numero de lote
¥ Fecha
1.4.6. Incluir en el material un frasco vacio estéril para cada producto terminade e identificado para
la muestra.
L5 En caso de Materia Prima estéril.
1.5.1. Incluir al material un matraz con 100 mL de peptona al 1% estéril, previamente identificado
para la muestra.
Ls En caso de Material de Empaque estéril
1.6.1. Incluir al material un frasco con 100 mL de agua estéril, previamente identificado para la
nmriecsira.
1.7 Realizar la sanitizacién de una charola de acero inoxidable colocar en ella el material
acondicionado.
1.8 Realizar [a sanijtizacion de la trampa de ka siguiente forma:
1.8.1.Limpiar con una gasa impregnada con el sanitizante en tumo de adentro hacia fuera
1.8.2. Comenzar por el techo de la trampa y terminar en la base de la trampa
1.8.3. Realizar la sanitizacién de la puerta de la trampa con alcohol al 70 %
1.8.4. Colocar la charola que contiene el material en la tampa de luz U.V. durante 20 mmutos
1.8.5. Transcurridos los 20 minutos apagar la limpara.

2. REALIZACION DE LA PRUEBA

2.1 Ingresar al irea

2.2 Verificar la fecha de esterilizacién del uniforme no exceda de 48 horas

2.3 Colocarse el uniforme para ingresar al drea aséptica

2.4 Encender la inyeccién de la campana de flujo laminar

2.5 Realizxar la sanitizacién de la campana

2.6 Introducir el material colocado en la rampa y colocar en 1a mesa

2.7 Exponer las placas para cl control ambiental del drea como se¢ muestra en la Figura |1,
describiendo a continuacidn cada una de ellas.
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a} Campana lado derecho

b} Campana lado izquierdo

c¢) Trampadeluz U.V.

d) Mesa

e) Debago del filtro del 4rea asépiica
f) Vestidor

g} Desvestido

Figura 1. Plano del 4rea aséptica de Microbiologia

VESTIDOR CAMPANA DE FLUKD
F LAMINAR
A B
MESA
2]
DESYESTIDOR
G
FILTRO
E
TRAMPA
DE LUZ
uv. C

NOTA: Losp de ickha F y G, se dri conformee sc va ingresando al area.

( o

2.8 Encender ¢l mechero.

2.9 ANALISIS DE PRODUCTO TERMINADO

2.9.1 Colocar una gasa estéril a un extremo de la base del gabinete de la campana

2.9.2 Tomar las ampolletas del vaso y coloquelas sobre esta

2.9.3 Esperar un momento a que el alcobol se evapore.

2.9.4 Colocar una segunda gasa frente al mechero y pasar la mitad de las ampolletas a esta
2.9.5 Sujetar un rompe ampolletas apirdgenico y saque de su envoltura

2.9.6 Frente al mechero abra las ampolletas una a una y colocar formando lineas diagomales.
Neta: Se¢ realiza de esta forma para no obstruir el flujo de aire.

2.9.7 Vaciar el contenido de las ampolletas en el frasco estéril identificado para la muestra.
2.9.8 Una vez terminado, colocar la otra parte de ampolletas en la gasa y realizar lo mismo.
2.10. MATERIAL DE EMPAQUE

2.10.1 Jeringa
2.10.2 Colocar una gasa estéril a un extremo de 1a base del gabinete de la campana
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2.10.4 Tomar las ampolletas del vaso y colocar sobre esta.

2.10.5 Esperar un momenio a que el alcohol se evapore

2.10.6 Colocar una segunda gasa frente al mechero y pasar la mitad de las ampolletas a esta
2.10.7 Sujetar un