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INTRODUCCION

Productos Medix S.A. de C.V. es una empresa 100% mexicana, dedicada a la
investigacion, desarrollo, fabricacion y comercializacién de productos farmacéuticos. Es
lider en México en el tratamiento del sobrepeso y obesidad (ver Figura 1), no solo por los
afos de experiencia en el campo clinico, sino por el compromiso constante en buscar
soluciones integrales que permiten responder a las necesidades de los clientes, con los
cuales se contribuye a disminuir el impacto y gravedad de estos padecimientos, en
beneficio de la salud de la poblacién.

Figura 1. Fachada de la empresa. Obtenida de https://www.google.com.mx/maps

Parte fundamental de las actividades de la empresa es el Control de Calidad de los
medicamentos. Este control ayuda a garantizar la efectividad y la inocuidad de los
productos, de manera que su correcta aplicacion y conocimiento es de extrema
importancia para la indsutria.

Las principales actividades realizadas en esta area son el andlisis de limites microbianos
de formas farmacéuticas solidas no estériles (preparacién de medios de cultivo, prueba
de calidad de medios de cultivo, promocién de crecimiento de medios de cultivo,
conservacion de cepas ATCC como son Staphylococcus aureus ATCC 6538, Candida
albicans ATCC 10231, Aspergillus brasiliensis ATCC 16404, Escherichia coli ATCC 8739,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027; y esterilizacibn de material por calor hUmedo),
monitoreos microbioldégicos ambientales, de personal y superficies de equipos; muestreo
de sistemas criticos como son agua, HVAC y aire comprimido; soporte documental como
son la generacién de reportes de analisis, certificados, protocolos y bitacoras; y manejo
de auditorias internas y externas ante autoridades sanitarias como lo es COFEPRIS.



El presente trabajo tiene como finalidad describir los conocimientos y habilidades
adquiridos durante la practica profesional a lo largo de dos afios, incluyendo los procesos
de mejora continua que permiten reducir tiempos, costos e impactos ambientales.

Con base en los requerimientos oficiales como lo son las normas NOM-092-SSA1-1994,
NOM-210-SSA1-2014, NOM-059-SSA1-2013 y farmacopeas vigentes (FEUM, USP y EP),
se describe la metodologia empleada para limites microbianos, identificando los diversos
factores que pudieran intervenir en los resultados, mitighndolos con controles positivos y
negativos.

Al ser un analisis obligatorio y de rutina para cualquier producto farmacéutico sdlido no
estéril, se pretende simplificar el entendimiento de la metodologia de limites microbianos,
sirviendo de guia para quienes decidan comenzar una carrera profesional en la industria
farmacéutica, en particular en el area de control microbiol6gico, sugiriendo como realizar
la identificacién de controles y que precauciones se deben tomar para evitar cualquier
posible fuente de contaminacioén, brindando eficacia, seguridad y reproducibilidad en los
resultados. Asi mismo se busca concientizar al profesional que realice dicha actividad
sobre la criticidad de este.

En el presente trabajo se clasificaron las muestras analizadas en producto de linea,
maquila u hormonal, asi como por su etapa de fabricacion, nimero de muestras
ingresadas para analisis y cuantas de ellas presentaron algun tipo de crecimiento
microbiano; en este Ultimo caso se procedi6 a realizar la identificacion del microorganismo
en cuestién, su impacto en la salud e investigacion de las posibles causas de su presencia
en el producto de estudio.

-2 =
JUSTIFICACION

Este trabajo es funcional para el profesional que se dedica al area de microbiologia en
la industria farmacéutica, ya que es un andlisis rutinario que es requerido para cada
producto sélido no estéril que se desee comercializar. De esta forma el profesional podra
realizar de una manera mas rapida y simple el andlisis, poniendo en préactica las
precauciones y medidas que en la experiencia profesional son de ayuda para obtener
resultados seguros y confiables.

La industria farmacéutica representa en promedio 1.2% del PIB nacional y 7.2%
del PIB manufacturero3!, ademas de generar cientos de miles de empleos y producir una
amplia gama de medicamentos de diversas formas farmaceéuticas y principios activos
gue ayudan a mejor la calidad de vida de los mexicanos. Ademas, busca constantemente
la innovacion para desarrollar nuevas y mejores moléculas que incrementan la



competitividad del mercado y del pais. Los beneficios que el presente trabajo pretenden
proporcionar son:

2.1 Para la industria farmacéutica.

El ahorro de tiempo de capacitacion, costos y reprocesos del personal que labore en el
area de microbiologia, evitando falsos positivos 0 negativos, y brindando seguridad al
momento de emitir los resultados del analisis de limites microbianos de las muestras
analizadas.

2.2 Para los consumidores de medicamentos.

La seguridad de que el medicamento que estdn consumiendo estd cumpliendo con los
estandares de calidad requeridos y que el andlisis al que fueron sometidos fue realizado
de manera correcta, evitando los dafios que pudieran resultar de consumir un solido
contaminado con microorganismos.

2.3 Para los estudiantes y nuevos profesionales.

Una guia practica que les permitirda conocer a detalle el proceso en la industria
farmacéutica y, con ello, mejorara su desempefio en la practica profesional.

—-3-
OBJETIVOS

3.1 Objetivo general.

Generar una guia practica y completa del proceso de analisis microbioldgico de sélidos
no estériles para su consulta por los profesionales farmacéuticos y contribuir al
aseguramiento de la calidad e inocuidad de estas formas farmacéuticas en el mercado
mexicano.

3.2 Objetivos particulares.

3.2.1 Primer objetivo particular.

Describir las generalidades del proceso de control de calidad en la industria farmacéutica

y la metodologia del analisis microbioldgico de soélidos no estériles y sus indicadores
asociados.



3.2.2 Segundo objetivo particular.

Generar una guia practica, ilustrada y complementada por el conocimiento del ejercicio
profesional sobre la aplicacion de la metodologia.

—4-
ANTECEDENTES

4.1 Importancia en la industria farmacéutica.

La fabricacion de productos farmaceéuticos esta sujeta a requisitos estrictos de produccion
y control, con el fin de minimizar el riesgo de contaminacion microbioldgica y/o quimica.
El cumplir este objetivo depende principalmente de la aptitud, destreza y capacitacion del
personal involucrado, de las instalaciones y equipo adecuado, y de la aplicacién de
buenas practicas de fabricacién a lo largo de los procesos productivos.

La contaminacién microbiana esta condicionada con la calidad de los insumos, la correcta
validacion de los procesos de sanitizacion y limpieza del equipo utilizado en la fabricacion,
la calidad del aire y del material utilizado. Sin embargo, estd comprobado que la principal
fuente de contaminacion es el personal involucrado en los diferentes procesos.

Las buenas préacticas de fabricacion, la capacitacion del personal y la supervision de los
procesos, ejercen un papel esencial sobre el control de contaminacion de este. El proceso
en condiciones asépticas es la actividad més critica que se lleva a cabo en ambientes
microbiolégicamente controlados y en los cueles los fabricantes deben poner especial
atencion a cada detalle que ponga en riesgo al producto. Una rigurosa disciplina y estricta
supervision del personal son esenciales para asegurar que las condiciones ambientales
sean apropiadas en cada proceso.

La capacitacion de todo el personal que trabaja en ambientes controlados es critica. Esta
capacitacion es igualmente importante para el personal responsable del programa de
monitoreo microbiano, debido a que la contaminacién de la zona de trabajo limpia podria
ocurrir inadvertidamente durante el muestreo microbiano. En operaciones altamente
automatizadas, el personal encargado del monitoreo pueden ser los empleados que
tienen contacto mas directo con zonas y superficies criticas dentro del area de
procesamiento.

El muestreo microbioldgico tiene el potencial de contribuir con contaminacién microbiana
ocasionadas por técnicas de muestreo o por la ubicacion del personal dentro o cerca de
la zona critica. Se requiere un programa formal de capacitacion para minimizar este
riesgo. Dicha capacitacion debe ser documentada para todo el personal que ingresa a
los ambientes controlados (ver Anexo 1 para abreviaturas y definiciones).



La calidad microbiolégica de los productos farmacéuticos no estériles se determina
mediante el recuento de los Organismos Mesofilicos Aerobios (OMA) y de Hongos
filamentosos y Levaduras (HL), asi como la investigacion de microorganismos especificos
en funcién de la via de administracién. Este método no es aplicable en productos que
contienen microorganismos viables como principio activo.

Es importante la identificacion del recuento total de los contaminantes, para determinar
las posibles fuentes de contaminacion. Por lo general las bacterias Gram-negativas son
indicadoras de problemas de contaminacion con el agua, los cocos Gram-positivos
indican una contaminaciéon de uso dérmico o mucoso y los bacilos Gram-positivos
esporulados, levaduras y hongos son indicadores de contaminacién por superficies
inertes como son el suelo, techo y paredes.

Para evitar el riesgo de contaminacion, cada uno de los aspectos de fabricacion deben ir
acompafiados de un proceso de limpieza y sanitizacion, con el fin de reducir la presencia
de sustancias quimicas, organicas y de microorganismos. Estos procesos deben abarcar
al personal, instalaciones, equipos, material, equipos de limpieza y de sanitizacion, y todo
aguello que pueda llegar a ser una fuente de contaminacién del producto.

Los ambientes limpios deben certificarse de acuerdo con lo descrito en la ISO 14644 para
que cumplan con los requisitos de la clasificacion de disefio. La clasificacion de las areas
productivas debe cumplir con los parametros establecidos en la NOM-059-SSA1-2013.

4.2 Control de Calidad.

En el proceso de fabricacion de los productos farmacéuticos no estériles, existen etapas
gue lo hacen susceptible de contaminacién con microorganismos que pueden derivar en
el deterioro del producto. Por tal motivo una consecuencia de la contaminacion en los
productos farmacéuticos de prioridad importancia, es el riesgo que representa para la
salud del usuario y que se relaciona directamente con la capacidad de infectar o causar
una enfermedad debida al microorganismo contaminante, patdégeno u oportunista;
ademas de que un exceso en la carga microbiana puede causar cambios en las
caracteristicas fisicas y quimicas del producto disminuyendo su seguridad haciendo lo no
apto para ser usado.

De ser requerido se lleva a cabo una evaluacion basada en el riesgo de los factores
pertinentes con personal que posea el entrenamiento especializado en microbiologia e
interpretacion de datos microbiolégicos. Para insumos, la evaluacion considera al
proceso al que se somete el producto, la tecnologia actual para la realizacion de pruebas,
asi como la disponibilidad de materiales de calidad deseados.



Debido a lo anterior, todas los insumos que participan en la elaboracion de estos
productos, producto intermedio, producto a granel, producto semiterminado y producto
terminado, deben someterse a un analisis microbiolégico que demuestre su inocuidad,
cumpliendo con ciertas especificaciones que fueron establecidas por organismos oficiales
0 algunas especificaciones no oficiales tal como es el método de validacion de métodos
microbiolégicos, que fueron establecidas para conveniencia del producto y con las cuales
se garantiza que los productos son adecuadas para el uso al que fueron destinados.

Este analisis o control microbiologico de solidos no estériles, implica la realizacion de dos
tipos de pruebas:

Este analisis o control microbiologico de solidos no estériles, implica la realizacion de dos
tipos de pruebas:

4.2.1 Recuento microbiano refiriéndose basicamente a bacterias mesofilicas
aerobias, hongos y levaduras.

A este tipo de andlisis se le conoce como limites microbianos los cuales son grupos
microbioldgicos cuya presencia y numero son usados como indicador del manejo y la
calidad microbiolégica de los productos farmacéuticos. Algunas caracteristicas que
deben cumplir estos grupos microbianos son:

a) Estar presentes y ser detectables en el producto cuya calidad se esta

evaluando.

b) Su crecimiento y concentracion deben correlacionar negativamente

con la calidad del producto (menor concentracion mayor calidad).

c) Ser faciles de detectar y enumerar.

d) Ser claramente distinguibles de otros microorganismos.

e) Poder ser enumerados en corto tiempo.

4.2.2 La investigacion de microorganismos patégenos especificos, como son
Escherichia coli, Salmonella sp, Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus
aureus.

Los Microorganismos especificos pueden ser patdgenos, es decir que producen alguna
enfermedad y/o pueden causar dafio y por lo tanto no deben estar presentes en los
productos farmacéuticos. Los microorganismos especificos que se buscan en los
productos farmacéuticos son el grupo de bacterias Gram-negativas tolerantes a la bilis:
Escherichia coli, Salmonella spp, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus,
Candida albicans y Clostridium spp. A continuacion, se detalla la informacion de estos
microorganismos:



4.2.2.1 Escherichia coli.

Pertenece al grupo de las enterobacterias, es un bacilo Gram-negativo, anaerobio
facultativo, no esporulado que habita normalmente en el intestino del hombre y animales
de sangre caliente y desempefia un importante papel en la fisiologia del intestino. La
distribucion en el ambiente estd determinada por su presencia en el intestino. Por ser un
habitante regular y normal del intestino se usa el mejor indicador de contaminacion con
materia fecal de los alimentos.

4.2.2.2 Salmonella spp.

Es uno de los patégenos Gram-negativo en forma de bacilo, mas puede ser aislado del
medio ambiente, agua, tierra, vegetales, animales domeésticos y silvestres, humanos y
utensilios. Los alimentos principalmente involucrados con la presencia de Salmonella spp
son: productos céarnicos, lacteos, pescados, mariscos y verduras.

4.2.2.3 Staphylococcus aureus.

Son Gram-positivas, no moviles, esféricas y generalmente dispuestas en racimos
irregulares. El crecimiento de S. aureus es acompafiado por la produccién de algunos
compuestos extracelulares tales como hemolisinas, nucleasas, coagulasas, lipasas y
enterotoxinas. Estas enterotoxinas pueden causar intoxicaciones producidas en gran
mayoria por S. aureus coagulasa positivas.

4.2.2.4 Pseudomonas aeruginosa.

Es una bacteria Gram-negativa en forma de bacilo, perteneciente a la rama y de las
proteobacterias, misma a la que pertenecen las enterobacterias. Se encuentra
ampliamente distribuida yse puede aislar de muestras de suelo, aguas contaminadas,
plantas y animales.

4.2.2.5 Candida albicans.

Es un hongo diploide asexual (forma de levadura). Sapréfito de la familia de los
Sacaromicetos. Normalmente se encuentra en la cavidad oral, en el tracto gastrointestinal
y en la vagina. Esta envuelta en un rol relevante en la digestion de los aztcares mediante
un proceso de fermentacion.

Los hongos y levaduras se encuentran comunmente en el ambiente, y son distribuidos
por aire y polvo. Son Utiles para evidenciar el grado de contaminacién que los mesofilicos
aerobios no han podido evidenciar.

Los criterios de aceptacion para productos farmacéuticos no estériles basados en el
recuento total de microorganismos aerobios y el recuento total combinado de hongos
filamentosos y levaduras se representa en la Tabla 1 y se basan en los resultados
individuales o en el promedio de los resultados en caso de que se realicen por duplicado.



Tabla 1. Criterios de aceptacion para productos farmacéuticos no estériles.
Recuento total

Recuento total de

. . . combinado de Microorganismo(s)
Via de microorganismos . -
. L, . Hongos filamentosos Especificos
administracion aerobios .
y Levaduras Ausencia (1 gol1mL)

(UFC/g o UFC/mL) — yecrg 0 UFCImL)

Preparaciones no

acuosas para uso 103 102 Escherichia coli
oral
Preparaciones
acuosas para uso 10? 10! Escherichia col
oral
Pseudomonas
Uso vaginal 102 10t aeruginosa

Staphylococcus aureus
Candida albicans

Fuente: Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos, 11.2 edicion.

Estas pruebas deben realizarse bajo condiciones asépticas; el tiempo transcurrido desde
la preparacion de la primera dilucion hasta su incorporacion en el medio de cultivo no
debe exceder 1 hora; las muestras de prueba deben incubarse de 30 a35°Cde 3a5
dias para la determinacién de bacterias y de 20 a 25 °C por un periodo de 5 a 7 dias para
hongos y levaduras. Si el producto de prueba tiene actividad antimicrobiana, se debe
eliminar o neutralizar hasta donde sea posible. Si se usan sustancias tensoactivas para
preparar la muestra, se debe demostrar la ausencia de toxicidad para los
microorganismos y su compatibilidad con los neutralizantes utilizados.

De ser requerido se lleva a cabo una evaluacion basada en el riesgo de los factores
pertinentes con personal que posea el entrenamiento especializado en microbiologia e
interpretacion de datos microbiolégicos. Para los insumos, la evaluacién considera al
proceso al que se somete el producto, la tecnologia actual para la realizacion de pruebas,
asi como la disponibilidad de materiales de calidad deseados.

4.3 Etapas de fabricacion.

Los procesos de fabricacidon en los que se lleva a cabo el analisis microbiol6gico son los
insumos (materias primas y material de empaque primario); el producto intermedio
(mezcla de los excipientes con el o los principios activos); el producto a granel (tableteado
o encapsulado); el producto semiterminado (producto colocado en su empaque primario,
ya sea blister o frasco); y el producto terminado, que es el proceso donde se coloca el
producto en su envase secundario, como son las cajas de cartén.



4.4 Formas farmacéuticas.

En la industria farmacéutica pueden existir formas farmacéuticas estériles y formas
farmacéuticas no estériles. A continuacion, se describen las generalidades de ambas
formas:

4.4.1 Formas farmacéuticas estériles.

En las formas farmacéuticas estériles son aquellos preparados que estan exentos de
contaminantes bacterianos, debido a que estos estan disefiados para introducido al
interior del organismo a través de la via parenteral, intravenosa o en contacto con
mucosas. Para ello es primordial la prueba de esterilidad la cual debe ser validada para
el o los productos a analizar. Las muestras tomadas para pruebas de esterilidad deben
ser representativas de la totalidad del lote, pero, en particular, tienen que incluir muestras
tomadas de partes del lote que se consideren expuestas a mayor riesgo de
contaminacion, por ejemplo; para los productos que se han llenado asépticamente, las
muestras deben incluir contenedores llenados al principio y al final del lote y después de
cualquier interrupcion significativa de trabajo; para los productos que han sido
esterilizados por calor en sus envases finales, se debe considerar tomar muestras de esa
parte de la carga que es potencialmente la mas fresca.

La esterilidad del producto terminado esta garantizada por la validacion del ciclo de
esterilizacion en el caso de los productos terminalmente esterilizados, y por pruebas de
simulacion de proceso o llenado aséptico simulado para corridas de productos
procesados asépticamente. Los registros de procesamiento por lotes y, en el caso de
procesamiento aséptico, los registros de la calidad ambiental se deben examinar en
conjunto con los resultados de las pruebas de esterilidad.

El procedimiento de prueba de esterilidad se tiene que validar para cada uno de los
productos determinados.

4.4.2 Formas farmacéuticas soélidas no estériles.

La forma farmacéutica es la disposicion fisica que se da a los farmacos y aditivos para
constituir un medicamento y facilitar su administracion y dosificacion. Las principales
formas farmacéuticas analizadas en este trabajo son las capsulas y las tabletas o
comprimidos.



4.4.2.1 Tableta o comprimido.

Consisten en una mezcla de polvos que son sometidos a presion por un punzén dentro
de una matriz mediante una maquina tableteadora (ver Figura 2). Tienen forma cilindrica,
con bordes bien definidos y superficie aspera al tacto. Las tabletas de uso oral pueden
traer un recubrimiento (comprimidos recubiertos) que tiene por objeto: enmascarar el
sabor del farmaco, proteger de la luz y humedad o evitar su desintegracion en el
estdmago (entéricas).

Gra Ta
nula bletea
do do

+ 4+ 4+ 1

Control de Calidad en Proceso

Principios Mez
Activos clado

Calidad

Identidad Producto
y Pureza Terminado

Figura 2. Control de proceso de fabricacion de tableteado. Elaboracién propia.

El proceso de tableteado puede dividirse en dos diferentes procesos: Compresion directa
y granulacion ya sea por via humeda o via seca.

4.4.2.1.1 Compresion directa.

Es el proceso de fabricacion donde se mezclan y comprimen los activos y
excipientes, comprenden las etapas de pesada de materias primas, mezclado y
compresion. Se caracteriza porque sus componentes tienen fluidez vy
compresibilidad.

4.4.2.1.2 Granulacion via seca.

Se basa en la mezcla, compactacion, fragmentacion, granulacién. Se aplica
cuando los componentes de la mezcla son sensibles a la humedad, no pueden
resistir temperaturas elevadas de secado o no se cuenta con suficiente adhesion
de las particulas.

4.4.2.1.3 Granulacion via humeda.

Consiste en humectar la mezcla de polvos con una solucion del aglutinante,
proporcionando adherencia a los componentes de la formulacion, obteniendo una
masa humeda que pase a través una malla para obtener un granulado humedo,
se seca en un horno y se tamiza para después mezclar con el lubricante y
comprimirlo (ver Figura 3).



Dispensado

Dispensado

w3

4

Mezclado en seco

:_ Granulado
hamedo

Mezclado
en seco

Granulado
en seco

Secador
de lecho

fluido
——

L

Molino
conico
en seco

Mezclado
(lubricante)

-

N
—

Bombo recubridor
de tabletas

Figura 3. Proceso de granulacion por via humeda y via seca. Obtenido de

www.pharmatips.in, traduccion propia.

4.4.2.2 Capsula.

Es un cuerpo hueco, obtenido por moldeo de gelatina, que puede ser textura dura o
blanda, dentro de la cual se dosifica el o los farmacos y aditivos en forma sélida o liquida.
Se fabrican por una técnica de inmersion y posteriormente y estan constituidas por dos
secciones que son puestas a disposicion para la industria farmacéutica como capsulas
vacias cerradas. Luego en un proceso separado se vuelven a abrir y son llenadas de
polvo o granulado, para finalmente ser cerradas definitivamente. Las capsulas blandas
estan constituidas por una sola seccién y son selladas después de su dosificaciéon y

posterior a ello no se pueden volver a abrir.

4.5 Preparacion de andlisis microbiologicos.

4.5.1 Esterilizacién del material.

Con el fin de garantizar que el material (ver Anexo 2) no sea una fuente de contaminacién
y con ello poder descartar falsos positivos fue sometido a esterilizacion por calor himedo.
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La esterilizacion es definida por la OMS como la técnica de saneamiento cuya finalidad
es la destruccion de toda forma de vida, aniquilando todos los microorganismos, tanto
patdgenos como no patdgenos, incluidas sus formas esporuladas, altamente resistentes.

La técnica de esterilizacion empleada fue por calor himedo, la cual emplea vapor saturado
a presion y se lleva a cabo en una camara llamada autoclave. El principio béasico de
operacion consiste en que el aire en el interior de la camara de esterilizacion es
desplazado por el vapor saturado mediante el uso de valvulas de escape o trampas. Para
desplazar el aire de la camara y del interior de los articulos con mayor eficacia, el ciclo de
esterilizacion puede incluir etapas de evacuacion de aire y de vapor.

El disefio o eleccién de un ciclo para determinados productos o componentes depende de
varios factores que incluyen la termolabilidad del material, conocimiento de la penetracion
del calor en los articulos y otros factores descritos en el programa de validacion
(temperatura, tiempo, presion, humedad, indicadores biolégicos, -calificacion de
instalaciones, calificaciébn de operaciones). Aparte de esa descripcion de los parametros
del ciclo de esterilizacion, usar una temperatura de 121 °C, se conoce como FO. El
fundamento de la esterilizacion por calor humedo es la desnaturalizacion y coagulacion
de proteinas.

4.5.1.1 Proceso.

El material por emplear para el andlisis microbiologico se esteriliza por calor humedo a
una temperatura de 121 °C por 30 minutos. Generalmente se someten a esterilizacion
frascos para dilucion de 100 mL con caldo soya tripticaseina, reservorios de vidrio de 1 L
(con Agar Soya Tripticaseina, Dextrosa Sabouraud, Agar Mac Conkey, Caldo Mac
Conkey, Agar Base Cetrimida, Agar Sal Manitol, Caldo Dextosa Sabouraud, Caldo
Rapapport Vassiliadis y Caldo Mossel), pipetas graduadas de vidrio de 10 mL, pinzas de
precision, espatulas, entre otros. Este material fue empleado en el analisis de limites
microbianos. En cada ciclo de esterilizacién (previamente validado) se introducen viales
de vidrio o de plastico de indicadores biolégicos que contenian esporas de Geobacillus
stearothermophilus, los cuales, al término del ciclo de esterilizacion, son incubados de 55
a 60 °C por 48 h, para asegurar que el ciclo de esterilizacion haya sido exitoso.

4.5.1.2 Interpretacion.

Transcurrido el tiempo de incubacion, los resultados fueron interpretados conforme al
cambio en la coloracion; si los viales se tornan amarillos es por la alteracién del pH de la
solucion que resulta de la actividad microbiana. La ampolla no debe mudar de color, pues
lo esperado es que los microorganismos hayan sido destruidos en el proceso de
esterilizacion en la autoclave, de haber cambio de coloracion el ciclo se rechaza pues nos
indica que hay crecimiento microbiano, en este caso se tendria que volver a correr el ciclo
de esterilizacidon con nuevos indicadores hasta que no ocurra un cambio de coloracion ni



turbidez. Si el color es morado o marrén sin turbidez el ciclo es aprobado, pues indica que
no hubo crecimiento microbiano, por lo que el ciclo de esterilizacidon se considera como
exitoso. En cada ciclo de esterilizacion se utilizaron controles positivos los cuales no se
sometieron al ciclo de esterilizacion, sin embargo, fueron activados de la misma forma que
los viales sometidos en cada ciclo de esterilizacion. La finalidad es probar tanto la
viabilidad de las esporas como verificar si la incubadora esta funcionando correctamente.
A su vez se emplearon controles negativos los cuales no contienen esporas con el fin de
observar como deben comportarse los viales que cumplan exitosamente el proceso de
esterilizacion.

4.5.2 Preparacion de medios de cultivo.

Un medio de cultivo es un conjunto de nutrientes, factores de crecimiento y otros
componentes que crean las condiciones necesarias para el desarrollo de los
microorganismos (ver preparacion en Figura 4). La composicioén del medio dependera de
la especie que se quiera cultivar, porque las necesidades nutricionales varian
considerablemente entre cada especie. Existen medios generales, que son aquellos que
permiten el crecimiento de una gran variedad de microorganismos; medios de
enriquecimiento, que favorecen el crecimiento de un determinado tipo de microorganismo
sin llegar a inhibir totalmente el crecimiento de los demas; medios selectivos, que permiten
el crecimiento de un tipo de microorganismos determinado, inhibiendo el desarrollo de los
demas; y medios diferenciales, que ponen de manifiesto propiedades que un determinado
tipo de microorganismos posee. Hay microorganismos muy poco exigentes que no
necesitan nutrientes ni condiciones especiales para crecer, pero también hay
microorganismos muy exigentes que necesitan determinadas sustancias como vitaminas,
suero 0 sangre o temperaturas para poder crecer.

En el presente trabajo se utilizaron los siguientes medios de cultivo:

4.5.2.1 Agar Soya Tripticaseina.

Medio de uso general que favorece el crecimiento de microorganismos exigentes y no
exigentes incluidas las bacterias anaerobias y aerobias, aunque no es el medio de
preferencia para estas.

4.5.2.2 Agar Dextrosa Sabouraud.

Medio no selectivo para el cultivo y mantenimiento de hongos patégenos y no patégenos,
en especial dermatofitos. Las peptonas son fuentes de factores de crecimiento
nitrogenados. La dextrosa proporciona una fuente de energia para el crecimiento de
microorganismos.



4.5.2.3 Caldo soya tripticaseina.

Es un medio liquido para enriquecimiento de uso general utilizado en procedimientos
cualitativos para la prueba de esterilidad y para el enriquecimiento y cultivo de
microorganismos aerobios no exigentes en exceso. Puede utilizarse para la suspension,
el enriqguecimiento y el cultivo de cepas aisladas en otros medios.

4.5.2.4 Agar Mac Conkey.

Medio de diferenciacion selectivo para el aislamiento y la diferenciacion de
Enterobacteriaceae y otros bacilos Gram-negativos. Este medio es soélo ligeramente
selectivo, dado que la concentracién de sales biliares que inhiben los microorganismos
Gram-positivos, es baja en comparacion con otros medios en placa entéricos. Las
peptonas proporcionan los nutrientes. El cristal violeta inhibe las bacterias Gram-positivas,
en especial los enterococos y estafilococos. La diferenciacion de los microorganismos
entéricos se logra mediante la combinacion de lactosa y el indicador de pH rojo neutro. Se
producen colonias incoloras o de color de rosa a rojo segun la capacidad del aislado para
fermentar carbohidratos.

4.5.2.5 Agar Base Cetrimida.

Utilizado para el aislamiento selectivo de Pseudomonas aeruginosa. La peptona sirve
como fuente de nitrogeno y el glicerol se utiliza como fuente de carbono y energia. La
produccion de piocianina se estimula mediante el cloruro de magnesio y el sulfato potasico
en el medio. La cetrimida (bromuro de cetil trimetil amonio) es un compuesto de amonio
cuaternario que inhibe una amplia variedad de otros organismos, incluidos otras
determinadas especies de Pseudomonas y organismos relacionados.

4.5.2.6 Agar Sal Manitol.

Se emplea en el aislamiento selectivo de estafilococos y para la deteccién de
Staphylococcus aureus. Contiene peptonas y extractos de carne bovina, que suministran
los nutrientes esenciales. Una concentracion de cloruro sédico de 7,5% tiene como
resultado una inhibicion parcial o completa de los organismos bacterianos diferentes de
los estafilococos. La fermentacién de manitol, indicada por el cambio del indicador de rojo
fenol, facilita la diferenciacion de la especie de estafilococos. Los estafilococos positivos
a la coagulasa (por ejemplo, Staphylococcus aureus) producen colonias de color amarillo
y un medio circundante de color amarillo, mientras que los estafilococos negativos a la
coagulasa producen colonias de color rojo y no producen cambio de color en el indicador
de rojo fenol.

4.5.2.7 Caldo Dextrosa Sabouraud.

Utilizado en el enriguecimiento y cultivo de hongos y levaduras. La peptona de caseinay
la peptona de carne constituyen la fuente de nitrégeno, vitaminas y carbono suficientes
para su crecimiento, la glucosa es su fuente de energia.
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Figura 4. Diagrama de preparacion de medios de cultivo. Clarkson, D. T. & Hanson, J. B.
(1980).

4 5.3 Prueba de calidad de medios de cultivo.

El fundamento de la prueba de calidad de medios de cultivo consiste en establecer un
procedimiento para valorar la ausencia o presencia de microorganismos aerobios y
anaerobios facultativos viables. Debe realizarse en condiciones asépticas para evitar la
contaminacion microbiana del material a emplear (ver Figura 5).

Figura 5. Prueba de calidad para medios de cultivo. Elaboracién propia.
4.5.4 Promocion de crecimiento en medios de cultivo.

La prueba de promocion de crecimiento es empleada para los medios de cultivo
ingresados para analisis con el fin de garantizar que permitir el desarrollo microbiano, ain
en concentraciones bajas de los microorganismos. Para esta evaluacion se deben utilizar
al menos un microorganismo capaz de crecer, un microorganismo capaz de crecer en



medios selectivos y que presente caracteristicas de diferenciacion y otro microorganismo
para el cual su crecimiento sea inhibido (ver Anexo 5, Figura 6). Los microorganismos
empleados para la evaluacion deben formar parte de la coleccidbn microbiana del
laboratorio ATCC. La seleccion depende del medio de cultivo a evaluarse.

PRUEBA DE PROMOCION DE
CRECIMIENTO EN MEDIO LiQuiDo

PRUEBA DE PROMOCION DE
CRECIMIENTO EN MEDIO SOLIDO

Paso 1
Preparar el inoculo.

Paso 1
Preparar el inoculo.

Paso 2

Inocular las cajas preparadas del
nuevo y del anterior lote por dupli-
cado.

Paso 2
Inocular las cajas preparadas del

nuevo y del anterior lote por dupli-
cado.

Paso 3
Realizar el extendido del inoculo e
incubar,

Paso 3
Inocular un medio no selectivo.

Paso 4
Hacer recuento del lote previamente
aprobado.

Paso 4
Hacer recuento del lote previamente
aprobado.

Paso 5
Hacer recuento de colonias del lote
nuevo.

Pazo b

Comparar los resultados de los lotes.
£l recuento debe estar dentro del
factor de 2.

Paso 5
Hacer la comparacion visual de los
dos lotes analizados.

Paso 6
Realizar el recuento en el medio no

selectivo el cual debe ser menor a
100UFC.

Figura 6. Promocion de medios de cultivo. Elaboracién propia.
4.5.5 Conservacion de cepas microbianas.

Se deben mantener a los microorganismos de referencia mediante el sistema de lote semilla,
de manera que los microorganismos no tengan mas de 5 pases a partir de la cepa original. Las
suspensiones de los microorganismos de referencia deben ser preparadas con solucion
amortiguadora de fosfatos con pH de 7.2 (ver Anexo 3). Estas suspensiones deben utilizarse
dentro de un periodo de 2 a 24 h siempre y cuando sean almacenadas en refrigeracion (2 a
8°C). En la Figura 7 se ilustra el proceso.



Tincién
de Gram

A

Liofilizado Sembrar por agotahiento
en agar nutritivo
(minimo 5 pases)

N

Incubar e identificar Sembrar en medios
mediante sistema API selectivos

Leer en el software
correspondiente tras el
tiempo de incubacion

Figura 7. Conservacion de medios de cultivo. Elaboracién propia.

El andlisis de limites microbianos se enfocd principalmente en las siguientes etapas de
fabricacion: insumos, producto intermedio, a granel y semiterminado. En ellos se buscaba
encontrar o descartar la presencia de mesofilicos aerobios, microorganismos especificos
(E. coli, S. aureus, S. typhi y C. albicans), hongos filamentosos y levaduras. En caso de
presentar desarrollo en alguna de las etapas anteriores, se procedio a la identificacion
del género y especie del microorganismo correspondiente con base en sus
caracteristicas microscopicas, macroscopicas y bioquimicas; asi como la identificacion
de la posible causa de contaminacion, las veces que se habia presentado y la repercusion
en la salud.
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METODOLOGIA

Considerando los métodos basicos descritos en los antecedentes, en esta seccidn se
describe la metodologia empleada para el andlisis microbiolégico de solidos no estériles
cuyos resultados seran discutidos, desde la prepracion de controles hasta la identifcacion
de microorganismos especificos. Se utilizan diagramas (ver Figuras 8, 9, 10 y 11) para
facilitar la comprension de los procesos y abonar al espiritu didactico del trabajo.

5.1 Controles.

La preparacion de controles permite tener un marco de referencia que sirve para la
interpretacion de los resultados del analisis.

5.1.1 Preparacién del in6culo
En general para cada microorganismo, realizar lo siguiente:

a. Realizar resiembras a partir de los cultivos que se tienen almacenadas en tubo con
agar soya tripticaseina (AST) inclinado.

b. Tomar con ayuda de un asa estéril una porcién del cultivo y transferir a un medio
de cultivo fresco, para el caso de bacterias incubar de 18 a 24 h a una temperatura
entre 30 a 35 °C, en el caso de hongos y levaduras incubar de 3 a 5 dias a una
temperatura de 20 a 25 °C.

5.1.2 Evaluacioén del in6culo
a. Terminando el periodo de incubacién, cosechar con asa bacteriol6gica estéril,
colocar el in6culo en un tubo de ensayo que contenga 9 mL de solucién amortiguadora
de fosfatos pH 7.2. Las suspensiones deben utilizarse dentro de un periodo 4 horas.

b. De la suspensién obtenida, ajustar a una concentracién del 80% de transmitancia
a 580 nm o en su defecto utilizar escala de Mc Farland ajustando con el estandar de
0.5.

c. Realizar diluciones decimales con 9 mL de solucion amortiguadora de fosfatos pH
7.2, y sembrar por duplicado 1 mL de cada una de las diluciones en placa petri,
agregar AST para bacterias y ADS para hongos y levaduras, homogeneizar
completamente.



d. Incubar las placas invertidas entre 30 °C y 35 °C durante 18 a 24 horas para
bacterias, en caso de levaduras y hongos incubar de 20 a 25 °C durante 3 a 5 dias.
e. Realizar el recuento de las placas para establecer en qué dilucién se encuentra el
in6culo deseado (10 -100 UFC).

5.1.3Controles negativos

Se utilizan para verificar las condiciones de la prueba. No debe presentar ningun
crecimiento de microorganismos.

a. Control negativo de medios de cultivo:
e Vaciar de 15 a 20 mL en cajas petri por duplicado del medio de cultivo de
AST y ADS previamente identificadas.
e Tomar 1 mL de CST y colocar en cajas petri, agregar medio de cultivo AST
y ADS, dejar solidificar.
e Incubar las placas con AST de 30-35 °C durante 3 dias y las placas de ADS
incubar de 20-25 °C durante 5 dias.

5.1.4 Controles positivos.

eInocular con 1 mL de una suspension de microorganismos que contenga 100-
1000 UFC/mL de cada microorganismo a probar en frascos que contengan 100
mL de CST.

e Agitar y transferir 1 mL de la suspensién anterior (10-100 UFC/mL) a una caja de
petri previamente identificada como: “control positivo”

e Realizar por duplicado

e Incubar y describir las caracteristicas macroscépicas y microscopicas de cada
uno de los microorganismos en los casos en los que se presento crecimiento.

e Obtener un porcentaje de recuperacion de factor 2 del 50 a 200%.

e Agregar AST para el caso de bacterias y ADS para el caso de hongos y/o
levaduras segun corresponda.

e Incubar las placas con AST de 30-35 °C durante no mas de 3 dias y las placas
de ADS incubar de 20-25 °C durante no mas de 5 dias.

e Finalizando la incubacion, obtener cuenta total y registrar.



5.1.4.1 Agar Dextrosa Sabouraud.

Para este control positivo se sembraron las siguientes especies:

— Candida albicans ATCC 10231
— Aspergillus brasiliensis ATCC16404
— Staphylococcus aureus ATCC 6538 (no debe presentar crecimiento).

5.1.4.2 Agar Soya tripticaseina.

Para este control positivo se sembraron las siguientes especies:

— Escherichia coli ATCC 8739

— Staphylococcus aureus ATCC 6538

— Salmonella typhimurium ATCC 9027

— Pseudomonas aeruginosa ATCC 14028
— Aspergillus brasiliensis ATCC 16404

5.1.4.3 Caldo Soya tripticaseina.

Para este control positivo se sembraron las siguientes especies:

— Escherichia coli ATCC 8739

— Staphylococcus aureus ATCC 6538

— Salmonella typhimurium ATCC 9027

— Pseudomonas aeruginosa ATCC 14028
— Candida albicans ATCC 10231

— Aspergillus brasiliensis ATCC 16404
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5.1.5 Calculo del porcentaje de recobro:

Cumpliendo el tiempo de incubacion, realizar conteo de colonias. Posteriormente, debe

calcularse el porcentaje de recobro con la formula siguiente:

cuenta total promedio en producto

* 100

% recobro =

cuenta total promedio de control positivo

Tabla 2. Microorganismos utilizados en Limites Microbianos

MEDIO DE
TIEMPO DE TEMPERATURA
CULTIVO 3 . MICROORGANISMO
INCUBACION DE INCUBACION
SELECTIVO
ASM 18a48h Staphylococcus aureus
ABC 18a48h Pseudomonas aeruginosa
CRV 18a24h
Salmonella typhimurium
XLD °
18a72h 30-35°C
CST 18a24h TODOS
AST < 3 dias TODOS
AMC 18a48h
Escherichia coli
CMC 24 a48h 42-44 °C
ADS <5 dias Aspergillus brasiliensis
20-25 °C
ADS < 5 dias Candida albicans

Fuente: Elaboracion propia.
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5.2 Metodologia general para determinacién de limites microbianos de sélidos no
estériles. (Mesofilicos aerobios, hongos y levaduras).

En la Figura 8 se describe esquematicamente el proceso especifico para determinar los
limites de mesofilos aerdbicos, hongos y levaduras en muestras farmacéuticas.

Diluir la muestra 1:10 en
soluciéon amortiguadora y
homogenizar

!

Solucion diluida 10

!

Transferir 1 mL a cada una
de las placas Petri por
duplicado y rotular

!

Adicionar de 15 a 20 mL de
ADS o AST fundido y estéril
a no mas de 45 °C

L

Mezclar y dejar solidificar

Incubar invertidamente a
32.5*2.5°C de 2 a 3 dias
para AST

Mesofilicos

Incubar para ADS a 22.5 *
25°C de 5a7dias

Hongos y levaduras

Figura 8. Procedimiento de determinacion de limites microbianos de sdélidos no estériles.
(Mesofilicos aerobios, hongos y levaduras). Elaboracion propia.
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5.3 Determinacién de Microorganismos Especificos
Estas pruebas permiten investigar la presencia de microorganismos especificos y
determinar si una sustancia o preparado farmacéutico cumple con las especificaciones

microbiolégicas establecida.

5.3.1 Busqueda de E. coli, P. aeruginosay S. aureus.

Obtener una disolucion de muestra 1:10
en caldo soya tripticaseina

-

Incubar de 18 a 24 horas a 30 - 35 °C,
agitar y transferir 1 mL

-

Resembrar en

v ¥ v

Escherichia coli Pseudomonas aeruginosa Staphylococcus aureus

100 mL de caldo

Agar Base Cetrimida

Agar Sal Manitol

McConkey
Incubar de 24 a 48 Incubar de 18 a 24 Incubar de 18 a 72

horas a 30 -35°C

horas a 30 -35°C

horas a 30 -35°C

-

.

Resembrar en AMC e
incubar de 18 a 72
horas a 30 - 35 °C

Confirmar presencia
con API 20E

Confirmar presencia
con API STAPH

Confirmar presencia
con API 20E

Figura 9. Procedimiento de busqueda de E. coli, P. aeruginosa y S. aureus. Elaboracién
propia.



5.3.2 Busqueda de C.

albicans.

Pesar 10 g de la muestra en 100 mL de
caldo dextrosa Sabouraud

v

Mezclar e incubar de 3 a 5 dias a
30-35°C

v

Subcultivar en Agar Dextrosa Sabouraud

v

Incubar de 24 a 48 horas a 30 - 35 °C

v

Confirmar con APl 20C Aux

Candida albicans

Figura 10. Procedimiento de busqueda de C. albicans. Elaboracion propia.

5.3.3 Busqueda de Salmonella sp y bacterias Gram-Negativas bilis tolerantes.

Obtener una disolucion de la muestra
1:10 en caldo soya tripticaseina

v

Mezclar e incubarde 2a 5
horas a 20 - 25 °C

v

v

Mezclar e incubar de 18 a 24
horas a 30 -35°C

Inocular en caldo Mossel de
enriquecimiento de bacterias

v

’

Transferir 0.1 mL y resemmbrar
en 10 mL de caldo Rappaport
Vassiliadis

Continua en la pagina siguiente

v
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Continuacion
Incubar de 24 a 48 horas a 30 - Mezclar e incubar de 18 a 24
35°C horas a 30 - 35°C
Resemb_rar en agar Resembrar en agar
glucosa-rojo violeta-bilis xilosa-lisina-desoxicolato
Incubar de 18 a 24 horas a 30 - Mezclar e incubar de 18 a 24
35°C horas a 30 - 35°C
Busqueda de bacterias Gram Confirmar presencia con API
negativas billis tolerantes 20E
Bacterias Gram-negativas
billis tolerantes RRmONN R 8p:

Figura 11. Procedimiento de busqueda de Salmonella sp. y bacterias Gram-Negativas
bilis tolerantes. Elaboracion propia.

En cada una de las determinaciones se debe emplear un control negativo el cual no debe
presentar crecimiento al incubarse bajo las mismas condiciones que la muestra y un
control positivo el cual debe ser inoculado con una suspension estandarizada de no mas
de 100 UFC/mL de cada uno de los microorganismos de prueba, e incubar en las mismas
condiciones de la muestra, el crecimiento debe cumplir con las caracteristicas
microscépicas y macroscopicas de cada uno de los microorganismos que se emplearon.

5.4 Muestras de origen vegetal.

Las muestras de origen vegetal son mas propensas a un acarreo microbiano ya que por
su contenido de nutrientes favorecen el crecimiento de diversos microorganismos. Por
ello es necesario realizar varias diluciones para que en caso de presentarse crecimiento
microbiano se favorezca el conteo e identificacion de dicho crecimiento.
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RESULTADOS

A continuacion, se muestran los resultados obtenidos de los andlisis de limites
microbioldgicos realizados a formas farmacéuticas solidas no estériles en sus diferentes
etapas de fabricacion durante septiembre del 2013 a diciembre del 2015 (Tabla 3).
Dependiendo de la naturaleza de los farmacos se dividieron en cuatro tipos de productos
como son: productos no controlado (medicamentos de venta libre); productos
controlados (medicamentos que actlan sobre el sistema nervioso central y de venta
controlada); productos hormonales (medicamentos que contienen hormonas que ayudan
a reemplazar o a mejor alguna funcion dentro del organismo) y productos de maquilas
(medicamentos de otras empresas que llegan en su etapa intermedia para continuar con
su fabricacion hasta la etapa de producto terminado).

Tabla 3.
Concentrado de las muestras analizadas durante el 2013, 2014 y 2015, en sus diferentes
etapas de fabricacion.

Tipo de . Numero de muestras
Producto FREee i i i
Insumos  Intermedio  Granel = Semiterminado Total
No Controlado 2013 123 340 612 690 1765
Controlado 2013 60 60 102 113 335
Hormonales 2013 2 18 27 33 80
Magquilas 2013 N/A 939 2004 2037 4980
Total 2013 185 1357 2745 2873 7160
No Controlado 2014 132 960 1720 1900 4712
Controlado 2014 50 180 396 423 1049
Hormonales 2014 2 60 132 155 349
Maquilas 2014 N/A 1021 2184 2402 5607
Total 2014 184 2221 4432 4880 11717
No Controlado 2015 129 845 1563 1820 4357
Controlado 2015 30 395 810 902 2137
Hormonales 2015 1 74 201 227 503
Magquilas 2015 N/A 1108 2277 3002 6387
Total 2015 160 2422 4851 5951 13384
Totales 529 6000 12028 13704 32261

Fuente: Elaboracion propia.



Se

puede observar

que

existi6 un incremento de muestras
microbiolégicamente en las diferentes etapas de fabricacion conforme el paso de los afios
por la incorporaciéon de nuevos productos como puede apreciarse en la Figura 12.

analizadas

Nimero de Muestras

analizadas

Total de muestras analizadas en sus diferentes etapas de
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2015

Figura 12. Tendencia de muestras analizadas en sus diferentes etapas de fabricacion
durante el 2013, 2014 y 2015. Elaboracion propia.

La siguiente tabla indica los microorganismos que se encontraron durante los analisis
realizados en el periodo de septiembre del 2013 a diciembre del 2015.

Tabla 4.
Microorganismos encontrados en analisis 2013 - 2015.

Muestras con carga microbiana

Mes 2013 2014 2015
Enero N/A 1 0
Febrero N/A 0 2
Marzo N/A 0 0
Abril N/A 0 1
Mayo N/A 2 0
Junio N/A 0 0
Julio N/A 2 1
Agosto N/A 0 0
Septiembre 0 0 0
Octubre 1 0 0
Noviembre 2 0 0
Diciembre 0 3 2

Fuente: Elaboracion propia.
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En la Figura 13 se puede observar que durante el afio 2014 hubo mas incidencia en el
crecimiento microbiano en comparacion a los afios 2013 y 2015; esto pudo deberse a
gue en ese afno incremento el nimero de muestras de productos no controlados, por lo
que la probabilidad de encontrar muestras con carga microbiana aumento en
comparacion a los otros dos afios, ademas de que por aumento en la carga de trabajo
pudo ocurrir algun error asociado al proceso de fabricacion, como puede ser una limpieza
inadecuada, lo cual de alguna forma favorecidé la contaminacion del producto. Sin
embargo, los microorganismos encontrados no son especificos y no representan un
riesgo para la salud del consumidor.

MUESTRAS CON CARGA MICROBIANA

W 2013
H2014
m2014

NUMERO DE MUESTRAS

ANOS ANALIZADOS

Figura 13. Total de muestras con carga microbiana identificadas por afio. Elaboracion
propia.

Las especies encontradas en las muestras con carga microbiana durante el periodo
fueron:

Micrococcus sp. Es un microorganismo que se encuentra en ambientes diversos,
incluyendo agua y suelo. Son bacterias Gram-positivas y tipicamente aparecen en
tétradas.

Ochrobactrum anthropi. Es un bacilo Gram-negativo, no fermentador, que se relaciona
con infecciones en pacientes inmunocomprometidos o personas debilitadas con
dispositivos sintéticos implantados.



Staphylococcus epidermidis: Son cocos Gram-positivos arreglados en grupos. Son
coagulasa-negativa, termonucleasa-negativo aunque a veces varia, y se presentan
frecuentemente en la piel de humanos, de animales y en membranas mucosas.

Bacillus sp. Es una bacteria Gram-positiva, Catalasa-positiva, aerobia, cominmente
encontrada en el suelo. Tiene la habilidad para formar una resistente endospora
protectora, permitiéndole tolerar condiciones ambientalmente extremas.

Streptococcus salivarius. Es un coco Gram-positivo que coloniza principalmente en la
boca y la zona respiratoria superior de seres humanos algunas horas después del
nacimiento, por tanto, la exposicion adicional a estas bacterias es inofensiva. Se
consideran un patégeno oportunista, encontrando raramente en la circulacion sanguinea,
donde ha estado implicada en casos de septicemia en personas con neutropenia.

Propionibacterium acnés. Es un bacilo Gram-positivo, de crecimiento relativamente
lento, no esporulado y anaerobio estricto. Se halla en la biota normal de la piel y es
catalogado como actor secundario en la infeccién dérmica. Esta vinculado al acné, puede
causar blefaritis cronica y es el principal causante de endoftalmitis postquirdrgicas
cronicas. La bacteria es en gran parte comensal y esta presente en la piel de la mayoria
de las personas alimentandose de los acidos grasos del sebo secretado por los poros
desde las glandulas sebaceas. También puede encontrarse en todo el aparato digestivo
del ser humano y de muchos otros animales.

-7 -
DISCUSION

Se clasificaron las muestras ingresadas para el analisis de limites microbianos de

acuerdo con su etapa de fabricacion y tipo de producto, con el fin de identificar si influian

0 no en la probabilidad de presentar una contaminacién microbiana, ya sea por la

naturaleza del proceso de fabricacion, instalaciones y/o personal.

Dentro de las etapas de fabricacion analizadas encontramos a los insumos, los cuales
son surtidos por un proveedor externo para poder arrancar el proceso de fabricacion
(materias primas, frascos, tapas, PVC y aluminio) ; producto intermedio que es la etapa
donde se mezclan los excipientes con los principios activos; producto a granel que es
cuando los productos intermedios conocidos cominmente como mezcla son sometido a
los procesos de tableteado, compresiéon o encapsulado; y producto semiterminado que
es la etapa en la cual el producto a granel es sometido a un envasado o0 a un blisteado,
conocido generalmente como envase primario, para finalmente ser colocado en su
envase secundario y con ello ser distribuido al cliente. Para cada una de las etapas de
fabricacion se aplico la metodologia de limites microbianos, la cual fue viable para cada
una de las etapas.
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El método de analisis de limites microbianos empleado se desarrollé a lo especificado en
la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos 11° Edicion, para ello previamente se
realizod una validacion del proceso donde se comprueba la aptitud del método con el fin
de demostrar su capacidad para poner en evidencia a los microorganismos presentes en
una sustancia o producto farmacéutico y con ello asegurar que la cantidad de muestra y
de volumen de dilucién no afectara el crecimiento de los microorganismos y a su vez
evitar los falsos negativos. Esta validacion fue previamente retada con cada uno de los
productos que se manejan en la empresa, a diferentes concentraciones y con distintos
analistas, cumpliendo con las caracteristicas de robustez, reproducibilidad, repetibilidad,
exactitud, precision, especificidad y linealidad, lo cual corroboré que dicho método de
analisis es aplicable para todas las formas farmacéuticas solidas no estériles fabricadas
en la empresa.

Dentro del andlisis de limites microbianos a productos soélidos no estériles se tomaron en
cuenta las siguientes consideraciones:

» La esterilizacion del material a emplear y los medios de cultivo debia ser exitosa,
ya que en caso de que no se ejecutara de la manera correcta podia arrojar
resultados no confiables. En este analisis se utilizé el método de esterilizacion por
calor himedo (Autoclave), el cual contaba con ciertas condiciones de temperatura,
presion y tiempo dependiendo de que se deseaba someter al proceso de
esterilizacion. Para corroborar que el proceso de esterilizacion fuera exitoso se
emplearon indicadores bioldgicos de Geobacillus stearothermophilus, debido a su
capacidad de producir esporas, resistir presiones y temperaturas elevadas por
tiempos prolongados. Para cada ciclo de esterilizacidn se emplearon controles
tanto positivos como negativos de los indicadores biologicos; los controles
negativos eran viales que no contenian esporas, los controles positivos eran
indicadores con esporas que no fueron sometidos al proceso de esterilizacion. Una
vez concluido el proceso de esterilizacion los indicadores biolégicos eran
incubados por 48 horas a una temperatura de 55 a 60 °C, si al termino del periodo
de incubacion se presentaba una coloracion amarilla del indicador el proceso no
se consideraba exitoso; en caso de que el indicador presentara coloracién parpura
o marrén se consideraba el proceso de esterilizacion exitoso. Cabe mencionar que
el autoclave previamente es sometido a una calificacién y una validacion.

» Manipular las muestras a analizar dentro de una campana de bioseguridad Clase
Il A, para tener condiciones asépticas y evitar una contaminacion, al mismo tiempo
de proteger al analista de cualquier contaminacion quimica o microbiologica. Dicha
campana era limpiada y sanitizada antes y después de su uso, corroborando dicha
operacion con ayuda de la exposicion de placas de AST y ADS durante todo el
analisis. Dichas placas eran incubadas al término del analisis en condiciones



especificas de tiempo y temperatura (ADS de 20 a 25 °C de 5 a 7 dias y AST de
30 a35°C de 3ab5dias)y con ello se aseguraba que la manipulacion, sanitizacion
y limpieza eran las adecuadas.

» El analista debia portar equipo de proteccion personal durante todo el andlisis que
constaba de un tyvek, cofia, guantes estériles, cubrebocas y zapatones, con el fin
de evitar que interviniera como fuente de contaminacion.

» Asegurar que nuestro medio de cultivo contara con los nutrientes y condiciones
adecuadas para el crecimiento de los microorganismos de interés, para ello se
realizaba semanalmente una promocion de los medios de cultivo que se iban a
utilizar. Dicha promocién debia cumplir un porcentaje de recuperacion de factor
dos. Por ejemplo, para un medio de cultivo que se inoculara con una solucion de
una concentraciéon de 100 UFC/mL se esperaba recuperar minimo 50 UFC y
méaximo 200 UFC, todas las colonias tenian que ser iguales y debian cumplir con
las caracteristicas microscopicas y morfoldgicas del microorganismo empleado.
En caso de cumplir con cada una de las condiciones anteriores se podia concluir
gue nuestro medio de cultivo favoreceria el crecimiento del microorganismo de
interés y con ello asegurar la exactitud, confiabilidad y reproducibilidad de los
resultados obtenidos. Para la prueba de promocién de medio de cultivo se
emplearon los siguientes microorganismos: Candida albicans ATCC 10231,
Aspergillus brasiliensis ATCC 16404, Escherichia coli ATCC 8739, Staphylococcus
aureus ATCC 6538 y Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027. Cada uno de ellos
fue previamente estandarizado a una concentracion conocida para poder
determinar el porcentaje de recobro. Aunado a ello se empleaban controles
negativos con el fin de asegurar que nuestro medio no se hubiera contaminado en
algun proceso y en algunos casos se inoculaban microorganismos que no
requirieran ninguno de los nutrientes propios del medio para crecer y asi poder
descartar falsos positivos y en su caso la selectividad de cada uno de los medios
de cultivo.

A pesar de las consideraciones tomadas anteriormente se encontraron muestras que
presentaban crecimiento microbiano. Sin embargo, la FEUM en su 11° Edicion tiene
establecidos ciertos criterios de aceptacién para solidos no estériles, por lo que es
permisible que las muestras presenten cierto crecimiento’, siempre y cuando no se trate
de microorganismos especificos (S. aureus, S. typhi, E. coli, P. aeruginosa y C. albicans).

La cantidad de muestras analizadas que presentaban contaminacion fue minima en
comparacion del nimero de muestras ingresadas para analisis de limites microbianos al
laboratorio de microbiologia, y aunque la mayoria del crecimiento se debia a la naturaleza
propia de la muestra porque su proceso de sintesis era a partir de plantas o huesos



acarreaba microbiota normal, se buscd corroborar que la contaminacion no fuera por un
descuido del personal y/o instalaciones (muestreo 0 manipulacién inadecuada, un area
de fabricacion o de analisis contaminada o un equipo o material de muestreo sucio), y
poder con ello identificar la causa raiz. Para ello se procedia a realizar una resiembra de
la muestra en los agares selectivos de microorganismos especificos; previamente la
muestra era enriquecida en Caldo soya tripticaseina (incubada de 30 a 35 °C por 18 a 24
h). En caso de presentar crecimiento en el agar soya tripticaseina y no presentar
crecimiento en los medios selectivos, se procedia al aislamiento de la colonia,
observando sus caracteristicas microscopicas y macroscopicas, para finalmente hacer
su identificacion por medio de pruebas bioquimicas contenidas en un sistema de
identificacion denominado API® (ver Anexo 4), esto nos permitia saber a qué tipo de
microorganismo era, las posibles causas de su presencia en las muestras y el impacto
gue pudiera ocasionar en la salud.

En caso de instalaciones y procesos se emplearon controles positivos y negativos los
cuales se buscaba no arrojaran un resultado diferente a lo esperado y que el monitoreo
ambiental del area de analisis no presentara contaminacion; se monitoreaban las areas
de fabricacion y equipos con los que la muestra tenia contacto directo, asi como el
monitoreo de uniforme y manos del personal de inspeccion y los operadores involucrados
en el proceso; a su vez se supervisd que la toma de muestra se realizara bajo las
condiciones de limpieza adecuada de manos y uniforme, aseo personal, manejo
adecuado de guantes y bolsas estériles.

Si una vez que se realizaban las acciones anteriores de forma correcta, se reanalizaba
la muestra, esta siguiera presentando crecimiento y estuviera fuera de especificaciones,
se procedia a su rechazo.

Dependiendo de la etapa de fabricacion del producto se tomaban las medidas
pertinentes; si la muestra era materia prima o material de empaque se regresaba al
fabricante y/o proveedor, si la muestra ya se encontraba en alguna etapa de fabricacion
se procedia a rechazar el lote y proceder a su destruccion.

—-8-—
CONCLUSIONES

Se garantiz6 la calidad del analisis microbiologico de formas farmacéuticas sélidas no
estériles en la industria farmacéutica corroborando la correcta manipulacion de la muestra
con ayuda de los controles positivos y negativos, reduciendo costos, tiempo analista e
impacto ambiental, gracias a la previa validacion del proceso de analisis microbiolégico
de muestras, conocida como Limites Microbianos. Los resultados obtenidos demostraron
gue el analista era capaz de ejecutar el proceso de manera adecuada, ademas de reducir



la posibilidad de contribuir como una fuente de contaminacion externa a la muestra. Con
ello se pudo comprobar que los controles establecidos fueron adecuados para asegurar
la calidad del producto y poder brindar a nuestros clientes resultados confiables y
seguros.

Mediante la ayuda de tablas y graficas se logré cuantificar las muestras que son
ingresadas en el laboratorio de microbiologia para su andlisis durante un periodo mayor
a dos afos, con el fin de asegurar que se cuenta con una metodologia aplicable a
cualquier forma farmacéutica solida no estéril y con ello proporcionar confiabilidad y
seguridad para su consumo.

En base a todos los resultados obtenidos se logré asegurar que el método de analisis es
aplicable para todas las formas farmacéuticas solidas no estériles, que a su vez ayudan
a reducir residuos, tiempos y costos. Ademas de que con ayuda de los controles
empleados se asegura la calidad del analisis, brindando seguridad y confianza para que
el producto pueda ser empleado para consumo humano.

Se evalud que la calidad microbiolégica de los productos farmacéuticos, obteniéndose
una baja incidencia de muestras contaminadas, en caso de presentarse alguna
contaminacion se debia a la naturaleza propia de la muestra y no a un descuido del
personal y/o instalaciones (muestreo o manipulacion inadecuada, un area de fabricacion
o de andlisis contaminada o un equipo o material de muestreo sucio). Se establecieron
controles para garantizar la calidad del andlisis microbiolégico y con ello evaluar la
habilidad del analista para manipular y ejecutar el proceso de una forma adecuada.

Se corrobor6 que el método de analisis microbiolégico empleado es aplicable para todas
las formas farmacéuticas no estériles, ya que cada uno de los productos analizados no
presentaron ningun inconveniente al momento de ser analizados.
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— ANEXO 1 —
ABREVIATURAS Y DEFINICIONES

A1.01
ADS.
Agar Dextrosa Sabouraud.

A1.02

Area aséptica.

Area disefiada, construida y mantenida con el objeto de tener dentro de limites
preestablecidos el numero de particulas viables y no viables en superficies y medio
ambiente.

A1.03
AST.
Agar Soya tripticaseina.

A1.04

Certificado de analisis.

Es el resumen de los resultados obtenidos de las determinaciones efectuadas a muestras
de materias primas, materiales u otros insumos, producto intermedio y producto
terminado, las referencias de los métodos de analisis o de prueba utilizados y la
determinacion del cumplimiento a especificaciones previamente establecidas, avalado
por la persona autorizada.

A1.05
Contaminacion.
Presencia de entidades fisicas, quimicas o biolégicas indeseables.

A1.06

Contaminacion cruzada.

Presencia de entidades fisicas, quimicas o biolégicas indeseables, procedentes de otros
procesos de fabricacion.

A1.07

Envase primario.

Es un elemento que contiene el farmaco o preparado farmacéutico y que esta en contacto
directo con él.



A1.08

Insumos.

Todas aquellas materias primas, material de empaque primario, material de
acondicionamiento y productos que se reciben en una planta.

A1.09

Material de empaque primario.

Es todo aquel que contiene al producto en su presentacion individual o basica dispuesto
para la venta de primera mano.

A1.10

Muestra.

Cantidad de material cuya composicién es representativa del lote que va a ser
examinado.

A1.11

Polvo.

Forma sdlida que contiene el o los farmacos y aditivos, finamente molidos y mezclados
para asegurar su homogeneidad. Los polvos para uso en inyectables deben ser estériles
y libres de particulas extranas.

A1.12

Produccion.

Operaciones involucradas en el procesamiento de insumos para transformarlos en un
producto intermedio o farmaco.

A1.13

Producto a granel.

Producto en cualquier etapa del proceso de produccion antes de su acondicionamiento
primario.

A1.14

Producto intermedio.

Material obtenido durante etapas de la produccién antes de convertirse en producto a
granel.

A1.15

Producto semiterminado.

Producto que se encuentra en su envase primario y que sera sometido a etapas
posteriores para convertirse en producto terminado.



A1.16
Producto terminado.
Al medicamento en su presentacion final.

A1.17

Reporte.

Es el documento de la realizacion de operaciones, proyectos o investigaciones
especificas, que incluye resultados, conclusiones y recomendaciones.

A1.18
Sistemas criticos.
Son aquellos que tienen impacto directo en los procesos y/o productos.

A1.19

Supositorio.

Preparado sélido a temperatura ambiente, que contiene el o los farmacos y aditivos; de
forma cobnica, cilindrica o de bala, destinado a ser introducido. Se funde, ablanda o se
disuelve a temperatura corporal.

A1.20

Tableta o comprimido.

Forma solida que contiene el o los farmacos y aditivos, obtenida por compresién de forma
y tamafio variable. Puede estar recubierta por una pelicula compuesta de mezclas de
diversas sustancias tales como: polimeros, colorantes, ceras y plastificantes, entre otros.

A1.21

Ubicuo.

Se aplica a los organismos que estan distribuidos en gran cantidad en muy diversos
medios y dotados de una gran capacidad de adaptacién a los cambios del entorno

A1.22
UFC.
Unidades formadoras de colonias.

A1.23

Validacion.

Evidencia documental generada a través de la recopilacién y evaluacion cientificas de los
datos obtenidos en la calificacion y de las pruebas especificas, a lo largo de todo el ciclo
de vida de un producto, cuya finalidad es demostrar la funcionalidad, consistencia y
robustez de un proceso dado en cuanto a su capacidad para entregar un producto de
calidad.



— ANEXO 2 —
MATERIAL EMPLEADO

A2.01 Material.

Cajas petri estériles de 90 x 15 mm
Agar Soya Tripticaseina

Agar Dextrosa Sabouraud

Caldo Soya Tripticaseina

Caldo Rappaport Vassiliadis

Agar Xilosa Lisina Desoxicolato

Agar Cetrimida

Caldo Mossel

Caldo Dextrosa Sabouraud

Caldo Mac Conkey

Agar Mac Conkey

Agar Glucosa Rojo Violeta Bilis

Agar Sal Manitol

Pipetas graduadas de 10 mL estériles
Tubos de ensaye con buffer de Fosfatos pH= 7.2 estériles
Balanza semi analitica marca OHAUS
Espétulas estériles

Perilla

Potenciometro marca HANNA
Campana de bioseguridad marca Veco
Autoclave marca FAER

NN N N N N N N N N N N N SRR NN

A2.02 Cepas microbianas.!

Candida albicans ATCC 10231
Aspergillus brasiliensis ATCC16404
Escherichia coli ATCC 8739
Staphylococcus aureus ATCC 6538
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027

NENE RN

! Disponibles en American Type Culture Collection 10801 University Boulevard,
Manassas, VA 20110-2209 (http://www.atcc.orq)



http://www.atcc.org/

— ANEXO 3 —
PREPARACION DE SOLUCIONES

A3-01
Solucién reguladora de fosfatos pH 7.2.

Disuelve en un matraz de 1000 mL 34 g de fosfato de potasio monobasico en 500 mL de
agua purificada. Ajusta el pH a 7.2 £ 0.1 con una solucién de hidroxido de sodio 1 N.
Mezcla y lleva a volumen de 1000 mL con agua purificada.

A3-02
Solucién reguladora de fosfatos pH 7.2 diluida.

Transfiere de la solucion anterior 1.3 mL a un matraz volumétrico de 1000 mL y agrega
500 mL de agua purificada. Ajusta el pH a 7.2 + 0.1 con una solucién de hidroxido de
sodio 1 N. Mezcla y lleva a volumen de 1000 mL con agua purificada. Transfiere 9 mL de
esta solucién a tubos de ensaye, para su posterior esterilizacién en la autoclave a una
temperatura de 121 °C durante 15 minutos. Una vez esterilizados se conservan en
refrigeracion hasta su uso, en un periodo no mayor de siete dias.

Nota: En caso de emplear Tween 80 para las muestras insolubles en agua, agregar 1
gramo de Tween 80 por cada litro de Solucion reguladora de fosfatos pH 7.2 diluida y
homogeneizar.



— ANEXO 4 —
SISTEMA API®

Los sistemas miniaturizados API® son métodos rapidos que permiten la identificacion de
microorganismos a través de la realizacion de diferentes pruebas bioquimicas. Estos
sistemas consisten en un dispositivo de plastico con varios microtubos que contienen
diferentes medios de cultivo deshidratados o diferentes sustratos de enzimas de acuerdo
con el tipo de prueba que se requiere montar. Entre algunas de las pruebas bioquimicas
que pueden realizarse con estos sistemas estan las pruebas de fermentacién de
carbohidratos, la determinacion de la produccion de H2S, la determinacion de la hidrolisis
de la gelatina, entre otras.

A4-01
API® 20 E.

Permite la identificacion de microorganismos pertenecientes al grupo de las
enterobacterias y de otros bacilos Gram-negativos. Es una galeria conformada por 20
microtubos como se muestra en la Figura 14.

API20 E
PRUEBAS NEGATIVAS
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Figura 14. Sistema API® 20 E. Propiedad de bioMeriéux México S.A. de C.V.
A4-01.1 Fundamento.

Se basa en la reaccion enzimatica del microorganismo, esta reaccion es colorimétrica,
por lo que dependiendo de la coloracién después del periodo de incubacion, se puede
determinar si reacciona o no, con lo cual se arroja un codigo el cual es leido por un
software, y con ello nos ayuda a conocer de qué microorganismo se trata y que tan
confiable es el resultado obtenido.



Tabla 5.

Pruebas con sus respectivas enzimas y resultados.

Prueba Reaccion /Enzimas Negativo Positivo
ONPG Beta-galactosidasa Sin color amarillo
ADH Arginina deshidrolasa amarillo rojo o naranja
LDC Lisina descarboxilasa amarillo rojo o naranja
oDC Ornitina descarboxilasa amarillo rojo o naranja
CIT Utilizacion del citrato verde Azul oscuro o
turquesa
H.S Produccion de H,S Sin precipitado precipitado negro
negro
URE Ureasa amarillo rojo o naranja
TDA Triptéfano desaminado amarillo marron-rojo
IND Produccién de indol amarillo rosa-rojo
Produccién de acetoina (Voges- . .
VP Proskauer) Sin color rosa-rojo
GEL Gelatinasa Sin difusion anusmn de
pigmento
Fermentacién/oxidacion de la :
GLU glucosa Azul o verde amarillo
MAN Fermentacion/oxidacién demanitol Azul o verde amarillo
INO Fermentacién/oxidacion de inositol Azul o verde amarillo
SOR Fermentacién/oxidacion sorbitol Azul o verde amarillo
RHA Fermentacion/oxidacion de la Azul o verde amarillo
ramnosa
Fermentacién/oxidacion de la :
SAC sacarosa Azul o verde amarillo
MEL Fermentauon/o?(ldamon dela Azul 0 verde amarillo
melobiosa
AMY Fermentamo_n/om_damon dela Azul 0 verde amarillo
amigdalina
ARA Fermentacion/oxidacion de la Azul 0 verde amarillo

arabinosa

Fuente: bioMeriéux.

46



A4-02
API® 20 C AUX.

La Figura 15 muestra la galeria empleada para la identificacion de Levaduras.

API20 C AUX

PRUEBAS NEGATIVAS
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Figura 15. Sistema API® 20 C AUX. Propiedad de bioMeriéux México S.A. de C.V.
A4-02.1 Fundamento.

Se basa en la reaccidén enzimatica del microorganismo, esta reaccion produce turbidez,
por lo que dependiendo si hay turbidez o no después del periodo de incubacion, se puede
determinar si reacciona o no, con lo cual se arroja un cédigo el cual es leido por un
software, y con ello nos ayuda a conocer de qué microorganismo se trata y que tan
confiable es el resultado obtenido.

Tabla 6.
Ensayos y sustratos correspondientes.
Ensayos Sustratos Ensayos Sustratos
0 Ninguno SOR D-sorbitol
GLU D-glucosa MDG Metil-alfa-D-
glucopiranosida
GLY Glicerol NAG N-acetil-
glucosamina
2KG 2-ceto-gluconato calcico CEL D-celobiosa
ARA L-arabinosa LAC D-lactosa (origen
bovino)
XYL D-xilosa MAL D-maltosa
ADO Adonitol SAC D-sacarosa
XLT Xilitol TRE D-trehalosa
GAL D-galactosa MLZ D-melezitosa
INO Inositol RAF D-rafinosa

Fuente: bioMeriéux.



A4-03
API® Staph.

Este sistema permite la identificacion de microorganismos pertenecientes al género
Staphylococcus, Micrococcus y Kocuria. La Figura 16 muesta la galeria.

API Staph
PRUEBAS NEGATIVAS
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Figura 16. Sistema API® Staph. Propiedad de bioMeriéux México S.A. de C.V.
A4-03.1 Fundamento.

Se basa en la reaccidon enzimética del microorganismo, esta reaccién es colorimétrica,
por lo que dependiendo de la coloracion después del periodo de incubacién, se puede
determinar si reacciona o no, con lo cual se arroja un cédigo el cual es leido por un
software, y con ello nos ayuda a conocer de qué microorganismo se trata y que tan
confiable es el resultado obtenido.

Tabla 7.
Pruebas, sustratos y reacciones.
Prueba Componentes activos Reacciones / enzimas
0 SIN SUSTRATO TESTIGO NEGATIVO
GLU D-GLUCOSA TESTIGO POSITIVO
FRU D-FRUCTOSA ACIDIFICACION
MNE D-MANOSA ACIDIFICACION
MAL D-MALTOSA ACIDIFICACION
LAC D-LACTOSA ACIDIFICACION
TRE D-TREHALOSA ACIDIFICACION
MAN D-MANITOL ACIDIFICACION



Prueba Componentes activos
XLT XILITOL
MEL D-MELIBIOSA
NIT NITRATO DE POTASIO
PAL RB-NAFTI FOSFATOS
VP PIRIVATO DE SODIO
RAF D-RAFINOSA
XYL D-XILOSA
SAC D-SACAROSA
MDG METHIL-aDGLUCOPIRANOSIDA
NAG N-ACETIL-GLUCOSAMINA
ADH L-ARGININA
URE UREA

Reacciones / enzimas
ACIDIFICACION
ACIDIFICACION

REDUCCION DE NITRATOS A NITRITOS

FOSFATASA ALCALINA

PRODUCCION DE ACETIL-METIL-
CARBINOL

ACIDIFICACION
ACIDIFICACION
ACIDIFICACION
ACIDIFICACION
ACIDIFICACION
ARGININA DIHIDROLASA
UREASA

Fuente: bioMeriéux.

A4-04
API® 50 CHB.

Sistema (ver Figura 17) empleado para la identificacion del género Bacillus.

API50 CHB
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PRUEBAS POSITIVAS
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Figura 17. Sistema API® CHB. Propiedad de bioMeriéux México S.A. de C.V.
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A4-04.1 Fundamento.

Se basa en la reaccion enzimatica del microorganismo, esta reaccion es colorimétrica,
por lo que dependiendo de la coloracién después del periodo de incubacion, se puede
determinar si reacciona 0 no, con lo cual se arroja un cédigo el cual es leido por un
software, y con ello nos ayuda a conocer de qué microorganismo se trata y que tan
confiable es el resultado obtenido.

A4-05
Inoculacion.

Cada microtubo del sistema debe inocularse con una suspension en solucion salina al
0,85% de un cultivo puro del microorganismo a ser identificado. En algunos casos estos
microtubos deben llenarse completamente con la suspension, mientras que en otros se
requiere del afadido de parafina liquida estéril, que proporciona las condiciones
anaerobicas necesarias. Todas las instrucciones para la preparacion de la suspension,
asi como para la inoculaciéon de cada uno de los microtubos, y las condiciones de
incubacion se pueden encontrar claramente especificadas en los instructivos de uso
sefalados por el fabricante para cada tipo de galeria.

A4-06
Interpretacion.

La presencia de enzimas y/o de productos metabdlicos generados durante el periodo de
incubacion reacciona con los sustratos contenidos en los microtubos y desarrollan en los
mismos una coloracién que puede aparecer en forma espontanea o con el agregado de
algun reactivo para su revelado. La interpretacion de los resultados se basa en la
observacion de las coloraciones desarrolladas, ésta se lleva a cabo mediante la
comparacion del color obtenido en cada microtubo con el que muestra la carta de colores.
De acuerdo con esa interpretacion se puede establecer un resultado positivo (+) o
negativo (-). Después del periodo de incubacién y comparar, con la carta de colores, los
resultados obtenidos en cada microtubo se colocan en la hoja de resultados que
suministra el fabricante (ver Figura 18).

Los datos obtenidos pueden transformarse en un cédigo denominado “perfil numérico”
gue resulta de la suma de los valores correspondientes a las pruebas positivas asignados
previamente en la planilla. En algunos sistemas miniaturizados se recomienda la
realizacion de pruebas bioquimicas opcionales, que permiten obtener dos digitos
adicionales. El cédigo obtenido se correspondera a un determinado género o especie de
acuerdo con la informacion contenida en las bases de datos suministradas por el



fabricante y que pueden encontrarse disponibles en forma impresa y/o electrénica
ingresando al link
https://apiweb.biomerieux.com/servlet/Authenticate?action=preparelLogin

Figura 18. Ejemplo de lectura de sistema API®. Elaboracién propia.


https://apiweb.biomerieux.com/servlet/Authenticate?action=prepareLogin

Tabla 8.

— ANEXO 5 —
MICROORGANISMOS DE PRUEBA

Microorganismos para prueba de medios de cultivo.

Microorganismo

Prueba/Medio Propiedad
de prueba
Bacterias Gram-negativas bilis-tolerantes
. E. coli
Promotores del crecimiento .
Caldo Mossel P. aeruginosa
Inhibitorio S. aureus
E. coli
Agar violeta rojo violeta bilis Promotores del crecimiento P. aeruginosa
Inhibitorio S. aureus
Prueba para Escherichia coli
Promotores del crecimiento E. coli
MacConkey Caldo o
Inhibitorio S. aureus
Promotores del crecimiento + indicativo .
MacConkey Agar E. coli
Inhibitorio S. aureus
Prueba para Salmonella sp.
Rappaport Vassiliadis Promotores del crecimiento S. typhimurium
Salmonella Inhibitorio S. aureus
Agar Xilosa lisina Promotores del crecimiento + indicativo ) .
. S. typhimurium
desoxicolato L .
Indicativo E. coli
Prueba para Pseudomonas aeruginosa
o Promotores del crecimiento P. aeruginosa
Agar Cetrimida . . g
Inhibidor E. coli
Prueba para Staphylococcus aureus
, Promotores del crecimiento + indicativo S. aureus
Agar sal manitol
Inhibitorio E. coli
Prueba para Candida albicans
Caldo Dextrosa Sabouraud Promotores del crecimiento C. albicans
Agar Dextrosa Sabouraud Promotores del crecimiento + indicativo C. albicans
Prueba para Mesofilicos aerobios
Promotores del crecimiento S. aureus
E. coli
- . P. aeruginosa
Agar Soya Tripticaseina ) .
g y P S. typhimurium
Inhibitorio A. brasiliensis
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