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I INTRODUCCION



1.1. IMPORTANCIA DE LA CONTAMINACION MICROBIOLOGICA EN
LOS PREPARADOS FARMACEUTICOS.

La Organizacién Mundial de la Salud, define el "medicamen-
to'' como: toda sustancia o mezcla de sustancias, fabricada, vendida,
puesta a la venta o recomendada para: 12} el tratamiento, el alivio, la
prevencion o el diagnostico de una enfermedad, de un estado fisico anor-
mal o de los sintomas de una u otra en el hombre o en los animales; o
2¢) el restablecimiento, la correccién o la modificacion de funciones
orginicas en el hombre o en los animales (155).

La legislacién vigente en nuestro pais, considera ''medica-
mentos'' las sustancias simples o compuestas preparadas y dispuestas
para su uso medicinal inmediato, tanto si proceden de los reinos ani-
mal, veget;I o mineral; como si se trata de agentes biologicos o pro-
ductos sintéticos, tengan o no el caricter de especialidad farmacéutica,
bien sean destinados a la medicina humana o a la veterinaria (28) . Se
considera "Especialidad farmacéutica", todo medicamento, alimento-
medicamento, productos higiénicos o desinfectantes de composicién co-
nocida y denominacidén especial, dispuesto en envase uniforme y precin=
tado para la venta al publico, que haya sido inscrito en el correspon-
diente registro farmacéutico y autorizado su propietario para la prepa-
racién y venta (28) . Se entiende por ""Forma farmaceutica', la dispo-
sicion individualizada a que se adaptan los medicamentos para su co-
rrecta y eficaz administracién (28).

La calidad microbiolég’ica de los medicamentos, ha adquiri-
do gran interés en estos ultimos afios, no sélo para los preparados far-
macéuticos obligatoriamente estériles, sino también para los que no lo
son. Diversos autores se han ocupado de este tema (66)(67)(68)(141)(192).

Se consideran medicamentos obligatoriamente estériles los



inyectables, transfusiones intravenosas, soluciones de didlisis, prepa-
rados oftdlmicos, implantes,injertos, hemostaticos absorbibles. Tam-
bién debe de ser estéril el material de uso médico-farmacéutico, como
jeringuillas, agujas hipodérmicas y de sutura, espatilas, lancetas de-
presoras, sondas y catéteres, equipos de administracién de soluciones
y extracciones de sangre y cualquiera otros similares (29). A todos es-
tos se les exige una ausencia total de microorganismos y de sustancias
pirdgenas y deben someterse a una legislacidn especifica segin las far-
macopeas de diferentes paises.

En el momento actual, el contenido de microorganismos en
los medicamentos no obligatoriamente estériles,también es motivo de
preocupacion para la profesién farmacéutica. A partir de 1963, su im-
portancia se puso de manifiesto por la apariciéon de accidentes terapéu-
ticos provocados por la administracion de formas farmacéuticas de via
oral y tdpica, que presentaban contaminacidn por microorganismos pa-

£l
togenos.

Anteriormente la calidad farmacéutica de los medicamentos

se limitaba a la conformidad de todos los componentes, segin la Far-
macopea. Hoy dia, esta calidad ha de atender a aspectos mas amplios
como son: analiticos, galénicos, toxicologicos, farmacologicos y mi-
crobiolégicos.

Garantizar una calidad microbiolégica en los medicamentos
es de gran trascendencia e indispensable por dos razones:

- Desde el punto de vista econdmico puede representar gran-
des pérdidas para la industria farmacéutica, debido a la produccidn a
gran escala y al largo periodo de distribucidn a que se somete el medi-
camento hasta su administracion. En el caso de que haya un alto conte-
nido en microorganismos, estos pueden ocasionar alteraciones en la es-
tabilidad del producto y en ocasiones, estos riesgos son mayores que si
la preparacion es extemporanea en la oficina de farmacia o en la farma-

cia hospitalaria.



- En el aspecto sanitario la administracion de medicamen-
tos contaminados puede originar graves consecuencias, con riesgo de in-
feccidn si la capacidad de resistencia del individuo se ve vencida por la
patogenicidad de los microorganismos presentes. No cumpliendo as{i la
finalidad curativa que el medicamento persigue, ya que podria dar lu-
gar a procesos sobreanadidos al padecimiento del individuo.

En todos aquellos preparados farmacéuticos en que no se in-
dique, de una forma clara en su composicién, el contenido de microor-
ganismos, como es el caso de las vacunas, estos pueden ser considera-
do s siempre como elementos extrafios (41).

La industria farmacéutica debe conseguir un alto nivel de ca-
lidad en la produccién de medicamentos para evitar errores y contra-
tiempos que pueden incidir sobre la salud de la poblacién, Por ésto,es
necesario una atenta vigilancia y control de todos los procesos de fabri-
cacidn para, evitar al maximo 1os riesgos de contaminacién microbiol6-

gica en los preparados farmacéuticos (90) (155).

1.2. ALTERACIONES PRODUCIDAS POR LOS MICROORGANISMOS EN
LOS MEDICAMENTOS.

Dentro de los diversos preparados farmacéuticos hay algu-
nos que por su propia naturaleza no van a sufrir ningin tipo de altera-
cidn, sin embargo ésto no quiere decir, que no sean portadores de mi-
croorganismos patdgenos o saprofitos.

En los medicamentos se pueden producir alteraciones que
afectan: a sus caracteres organolépticos, estabilidad y a la actividad

de dicho medicamento.

1.2.1. ALTERACIONES DE LOS CARACTERES ORGANOLEPTICOS.
Varian segin el tipo de forma farmacéutica:

- En las formas liquidas puede haber produccion de sedimen-



to, turbidez y formacion de velo. En los jarabes, incluso, se pueden
presentar cambios en la viscosidad. También puede haber formacidn de
gas en aquellos preparados farmacéuticos que contienen carbohidratos

¥y que fundamentalmente es producido por las levaduras.(25).

- En las formas sdlidas puede haber cambios en la colora-
cién, bien por el propio microorganismo contaminante que sea pigmen-
tado o por la reaccién de éstos con los principios activos del medica-
mento, que originan: cambios de pH e hidrolisis de los principios activos
(alcaloides y glucosidos). Asi Mosso y colaboradores (144), en un estu-
dio realizado sobre formas farmacéuticas alcalinas, pusieron de mani-
fiesto el ennegrecimiento en este tipo de preparados, como consecuen-

cia del metabolismo del microorganismo con el principio activo.

-- Cambios en el olor originados por el metabolismo mi-
crobiano:
ié’ueden producirse olores a: SHg, acidos grasos, pescado por
produccidén de aminas, himedo debido a los mohos, alcohol por la fer-
mentacion de los azucares. Es bastante dificil identificar claramente
cuales son las causas responsables de los diferentes olores que se pue-

den producir.

-~ Cambios en la textura que fundamentalmente se pueden
producir en los preparados de uso tépico como: pomadasy cremas donde
la presencia de microorganismos puede originar grumos. También en

los preparados liquidos se pueden producir cambios de viscosidad.
-- Cambios de sabor originados por los metabolitos pro-
ducidos por el metabolismo microbiane.
1.2.2. ALTERACIONES EN LA ESTABILIDAD.

La mayoria son debidas a la actividad enzimatica de bacte-
rias, mohos y levaduras. El metabolismo de 1los microorganismos ori-

gina profundos cambios, por las multiples y complejas reacciones qui-



micas que se producen en poco tiempo.L.os enzimas segregados origi--
nan procesos de: hidrdlisis, deshidratacién, reduccidn, oxidacién , des-
carboxilacidén, desaminacidn y fosforilacion. El resultado final es la
acumulacion de metabolitos diversos que dan lugar a modificaciones im-
portantes del medio y a la degradacion de los principios activos. En al-
gunos preparados durante su proceso de almacenamiento, puede haber
una excesiva produccidén de gas y originar explosiones.

Hay preparados farmacéuticos como las pomadas y emulsio-
nes, que pueden perder su estabilidad por hidrolisis de la fase oleosa,
variacion del pH en la fase acuosa, o por producirse una degradacidn
del emulgente. En estos caéos se produce la ruptura del equilibrio, y

se origina una separacion de las fases que forman la emulsion.

1.2.3. ALTERACIONES EN LA ACTIVIDAD DEL. MEDICAMENT®O.

Podemos citar algunos casos en que la actividad del medica-
mento se puede ver alterada por la presencia de microorganismos. Los
preparados farmacéuticos a bage de penicilina pueden sufrir modifica-
ciones de su actividad por la presencia de microorganismos producto-
res de penicilinasa.

La especie Proteus vulgaris puede degradar moléculas del

antibidtico (penicilina) y colorantes (tartrazina) (172) . Los microorga-
nismos de origen fecal son capaces de transformar el lanatoxido A en
digitoxina {172} . También se produjo la descomposicién del piramidén
por bacterias (139). ,

Hay que tener en cuenta que los microorganismos pueden uti-
lizar diferentes vias metabdlicas, en funcioén de las condiciones del me-
dio en que se encuentren. Bean y colaboradores (18)sefnalan que el Ente-

robacter aerogenes, ataca el acido pir(xvico a pH 8 con formacion de

acido férmico y acético, mientras que a pH 6 el dcido pirdvico sdlo se
descarboxila.

En ciertas condiciones los microorganismos pueden oxidar



los fenoles a pH de 7 a 8 (1B). También hay modificaciones de pH pro-
vocadas por los microorganismos al atacar los componentes del medi-
camento por destruccion de los aminoacidos. Si el pH es demasiado al-
calino, hay una liberacidn del ién amonio y originan un producto de ca-
racter acido. Si el pH es demasiado dcido, hay liberacién de anhidrido
carbénico por descarboxilacién, y se acumulan productos de reaccién
alcalina (aminas) (18).

Los medicamentos que lleven incorporadas sustancias anti-
microbianas, si tienen una fuerte contaminacidn microbiolégica pueden
originar una disminucidn en la concentracién minima inhibitoria de es-
tas sustancias, que actian contra los microorganismos presentes en el

medicamento.

1.3. YATROGENIA DESENCADENADA A PARTIR DE CONTAMINA CIO-
NES MICROBIOLOGICAS.

El empleo de la palabra yatrogenia, lo creemos justificado
en este caso, ya que la nueva enfermedad infecciosa producida, nunca
se hubiera desencadenado a no ser por la administracién de un medica-
mento, que en su formulacion era correcto, pero que al recibir un de-
terminado tratamiento adicional ha ido paulatinamente convirtiéndose
en un preparado que arriesga, no solo la posibilidad del restablecimien-
to de la salud, sino incluso produce una nueva enfermedad.

La presencia de una determinada micropoblacion normal en
el huésped, juega un importante papel en su equilibrio fisiologico, ya
que constituye una barrera defensiva para el establecimiento de microor-
ganismos patégenos. Es necesario que exista un equilibrio entre: las di-
ferentes especies microbianas, que componen la micropoblacién autdc-
tona y el huésped.

Sin embargo este equilibrio se puede romper por disminu-

- s s 2 . 7
cién de las defensas del huésped o por modificacién de su micropoblacion.



Cuando un microorganismo logra penetrar en los tejidos del
huésped y multiplicarse en ellos, el proceso recibe el nombre de infec-
cion, que puede ser inaparente o clinica.

Las manifestaciones clinicas que aparecen en el huésped pro-
ducidas por medicamentos contaminados con microorganismos, pueden
variar segun: . .

- El estado fisiolégico del paciente.

- La via de administracién del medicamento.

- El poder patdgeno y nimero de microorganismos presentes
en el medicamento contaminado, sus toxinas y productos me-
tabdlicos nocivos.

La importancia de los accidentes provocados por la adminis-
traciéon de medicamentos, de via oral, conteniendo microorganismos pa-
tégenos, ya fue puesta de manifiesto en nuestro pais, en 1958 por el Prof.
Gaston de Iriarte. El cual seflalé que, jarabes, comprimidos y grageas
que se habian contaminado de forma experimental en el laboratorio, por
neumococos, bacilos de Koch y otros microorganismos; eran capaces
de infectar y desarrollar un proceso patologico en los animales de expe-
rimentacién a los que se habia administrado (91).

Algunas especies microbianas, estan dotadas de un elevado po-
der de sintesis que las permite multiplicarse en medios pobres, en condi-
ciones adversas y en competencia con otros microorganismos. El caso

mas destacado es el de Pseudomonas aeruginosa, que dispone de un equi-

po enzimatico muy amplio, ésto le permite utilizar diferentes sustratos
para su supervivencia y desarrollarse en muchas sustancias medicamen-
tosas. Otras de las caracteristicas mas destacadas es que tiene gran
resistencia a las sustancias antimicrobianas. En los casos extremos
se multiplica en soiuciones antisépticas, utilizando el agente anti-
microbiano como fuente de carbono. Al desarrollarse en distintos de-
sinfectantes, antisépticos y en soluciones de ésteres de para hidroxiben-

zoico, este microorganismo ha desemperiado un papel muy significativo



como patogeno nocosomial (1) (6) (21) (107) (109) (163).

Aunque este microorganismo no se encuentra frecuentemen-
te en piel, ni en heces de personas normales y s6lo de manera ocasio-
nal se aisgla del aire (5), en las personas hospitalizadas se favorece la
implantacion por tener las defensas disminuidas. Recientemente se han
presentado problemas de infecciones hospitalarias producidas por este
microorganismo, debido a la seleccidén producida por la gran utilizacién
de antibidticos. También se ha encontrado en agua destilada que perma-
necié almacenada con tapones de corcho y en sdluciones jabonosas y an-
tisépticas que contenfan sales de amonio cuaternario, incluso cuando su
almacenamiento se realiz6 a 49C (5) (104), Algunas especies de Pseudomo-
nas son capaces de atravesar las membranas filtrantes de 0,45 micras de

didmetro, como es el caso de Pseudomonas diminuta (41).

Por estas caracteristicas se encuentran descritos muchos
accidentes pr;ovocados por Pseudomonas, siendo el contaminante aisla-
do con mayor frecuencia en los medicamentos. Su presencia es mas pe-
ligrosa en preparados liquidos y pomadas, porque el agua es un factor
que favorece su desarrollo (70). Plotkin en 1958 sefiald el desarrollo

de una bacteriemia causada por Pseudomonas aeruginosa con el uso de

una solucidn catidnica tensicactiva que habfa permanecido largo tiem-
po almacenada (163).

En Suecia en 1964 se produjeron ocho casos de infecciones
oftilmicas que ocasionaron lesiones en cdrnea, por la aplicacion de
una pomada de hidrocortisona con anfomicina y neomicina y que estaba
contaminada por Pseudomonas (149) (163).

También en este afio, después de una operacién intraocular,
varios pacientes sufrieron graves infecciones producidas por la solucién

salina que se habia utilizado y que contenia Pseudomonas aeruginosa (115).

Hugo y Foster en 1964 (107) comunicaron el desarrollo de
Pseudomonas en soluciones de ésteres del dcido parahidroxibenzoico,
que estaba a la concentracién indicada por la Farmacopea Britanica, y

se utilizaba como conservador de colirios.
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Ayliffe, 1965 (7) encontré Pseudomonas aeruginosa en una

crema de manos y en solucién salina de uso oftdlmico que habfa produci-
do infecciones en un hospital. También Nobel y Savin (149) indican los
accidentes producidos por una crema de esteroides con 0, 1% de cloro-

cresol, que estaba contaminada por Pseudomonas aeruginosa .

En 1966 Mitchell y colaboradores detectaron siete casos de
infecciones del tracto urinario después de una citoscopfa, provocados
por el lavado con solucién antiséptica de cloroheximida, y donde se ha-

bia desarrollado Pseudomonas aeruginosa (142).

En 1976 Hecker estudid la significacién clinica de especies
de Pgeudomonas encontradas en productos farmacéuticos (104) y también
Baird y Shooter han estudiado las infecciones producidas por Pseudomo-
nas (13). ’

La especie Staphylococcus aureus se puede encontrar forman-

do parte de %a poblacién microbiana normal del huésped: piel, fosas na-
sales, boca-e intestino en personas portadoras. Su poder patégeno se de-
be a diversos productos matabdlicos y entre ellos la enterotoxina, cuya
formacidn se ve favorecida por la presencia de algunos productss nutriti-
vos como: lactosa, vitaminas, aminodcidos y azdicares. Estos microor-
ganismos se pueden desarrollar en los foliculos pilosos y provocar una
infeccién masiva después de su proliferacidn (26).

Savin en 1967 (171) seflaldé que un numero tan pequefio como
de 15 estafilococos podian provocar sintomas de infeccidn intestinal.
La presencia de estafilococos en leches utilizadas en la lactancia arti-
ficial ocasionaron enteritis en los niftlos recien nacidos. Si este microor-
ganismo se encuentra presente en el aire puede originar contaminacidn
en los preparados farmacéuticos.

En 1962 Huisman y Daniels-Bosman, sefialaron los inciden-
tes producidos al administrar un preparado a base de pancreatina que
contenia Salmonella (111).

En Suecia en 1966, se produjeron 237 casos de salmonelosis



- 11 -

por la administracion de comprimidos de polvo de tiroides que estaban

contaminados por Salmonella muenchen y Salmonella bareilly (115)(177).

Cormo consecuencia de estos casos de salmonelosis, la Junta de Salud
Sueca, recomendo unos métodos de control para determinar la contami-
nacién microbiana en el proceso de fabricacién y almacenamiento {145).

Leunington (131) encontrd Salmonella en productos farmacéu-
ticos y dietéticos.

En Estados Unidos y Gran Bretana, se produjeron en centros
hospitalarios casos de salmonelosis debidos a que el colorante (carmin)
de unas cépsulas estaba contaminado por Salmonella (31)(128)(121).

Se observd la multiplicacidén de Ps. aeruginosa en una solu-

cion de benzilcloro-fenol, (21), producto de accion bactericida.

Hay determinados productos que se descomponen por la presen-
cia de microorganismos, como Proteus y que provocan una irritacion intes-
tinal, que favorece la actuacion de los microorganismos patégenos (177) .

En la leche acidificada se aislé una cepa de Klebsiella pneu-

moniae que era especialmente patdgena para la rata. También se encon-
trd Klebsiella, resistente a antibidticos, y que fue causa de septicemias,
en locién para nifios(141).

Otros microorganismos que ocasionaron accidentes terapéuti-

cos, han sido Enterobacter y Erwinia, que fueron la causa de septice-

mias en un hospital por la administracidn de soluciones parenterales (17).
Sevitt indico la presencia de dos casos de infecciones produ-

cidos por los polvos de talco, que contenian esporas de Clostridium (176).

1.4. FUENTES PRIMARIAS DE CONTAMINACION.

La contaminacidén microbiana de los preparados farmacéuti-
cos depende de la calidad microbiolégica de las materias primas, de
las condiciones en que se desarrolla el proceso de fabricacidén y de la

composicion y forma farmacéutica del medicamento.
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1.4.1. MATERIAS PRIMAS.

Las materias primas son las sustancias activas e inactivas
que se emplean para la fabricacién de medicamentos, tanto si permane-
cen inalteradas como si experimentan modificaciones.

La contaminacion mds frecuente de las materias primas en
general, se debe a microorganismos resistentes a la desecacidn, como:
bacilos esporulados aerobios, bacilos negativos, cocos gram positivos
(micrococos, estafilococos y estreptococos del grupo D) y también a los
mohos y levaduras (197).

En la tabla I-1 se resumen los resultados obtenidos de las
investigaciones efectuadas sobre contaminacién microbiolégica en diver-
sas materias primas, .durante los afios 1372 a 1976, ’por Bihlmann y col.
(42).

., Tabla I-1

Contenido microbiano de diversas materias primas.

Materias Ne de N2 de microor- Hongos Presencia de

primas muestras, ganismos aero- microorganis-
bios. mos patdgenos.

103 103 102 | 102

Agar -Agar 14 7 7 11 3 0

Alginato 7 6 q 1 7 0 0

Gel de hi-

dréxido de

aluminio 50 40 10 48 2 0

Goma arabi-
ga decolora-
da. 40 23 17 29 11 10

Goma ardbi-
ga bruta. 27 10 17 18 9 0

Goma ardbi-
ga desecada 26 16 10 25 1 3




-13 -

Tabla I-1
(cont. ) '
Bolus alba 26 - 22 4 25 1 0
Raiz de gal-
gana 11 3 8 5 6 4
Gelatina 242 234 8 242 0 15
Capsulas de
gelatina dura 668 652 16 668 0 4
Cacao 167 96 71 158 9 21
Fécula de
patata 28 27 1 25 3 4
Lactosa 330 326 4 328 2 22
Colorantes
naturales
(deshidratados) [125 108 17 121 4 0
Leche desna-
tada en polvo 17 16 1 17 0 0
Fécula de maiz [125 111 14 114 11 10
Pancreatina 61 11 50 56 5
Pepsina 58 22 36 58 0 0
Materias pig-
mentadas inclui
da laca. 239 198 41 222 17 0
Trisilicato de
magnesio 2 2 0 2 0 0
Talco 167 149 18 154 13
Tragacanto 42 13 29 21 21 22
Raiz de viole-
ta pulverizada 5 2 3 4 1 2
Fécula de trigo | 46 40 6 43 3 5 .

Como se observa en la tabla, sino se tiene en cuenta la con-
taminacidn accidental, el grado de contaminacion de las materias pri-

mas, depende de su origen y naturaleza (19). Por esta razon las
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clasificamos segun el siguiente esquema:

. . . . vegetal

- origen bioldgico g

. animal

Materias primas como R .
PR X - origen mineral

principio activo

- origen sintético

- azlcar
Materias auxiliares - gelatina
(mds utilizadas) .
- almidon

1.4.1.1. Materias primas como principio activo.

Los productos de origen biolég}‘co, animal o vegetal; presen-
tan gran riesgo de contaminacidn y suelen tener una menor calidad des-
de el puntoéde vista microbioldgico, debido a sus condiciones de reco-
leccidon y almacenamiento. Su control ha de ser muy riguroso, ya gque
pueden ser vehiculos dptimos para el transporte y proliferaciéon de mi-
croorganismos (91) . En las drogas de origen vegetal, en determinadas
ocasiones, las operaciones de preparacién y purificacion, como ha se-
fialado Schiller en 1968 (177) disminuyen de forma considerable la con-
taminacion inicial. Sin embargo, no sucede lo mismo en las drogas de
origen animal, en las cuales, la experiencia ha demostrado que el nu-
meroc de microorganismos totales revitalizables, puede ser de varios
millones a miles por gramo. Las especies que aparecen mis frecuen-
temente, son las de la flora intestinal, consideradas generalmente co-
mo microorganismos saprofitos pero su presencia puede indicar que
en ocasiones puedan ir acompafados de microorganismos patogenos co-

mo Salmonella y Shigella (177) . El encontrarse un elevado numero de

microorganismos, es debido a que los tratamientos de preparaciény
purificacién son menos drasticos, y por tanto no disminuye el numero

de microorganismos de una manera ¢onsiderable.
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Deyleeschouwer y colaboradores en 1979, en un estudio so-
bre las materias de origen vegetal y sus mezclas, sefialaron que pre-
sentaban cifras muy importantes de contaminacién, hasta de 107 mi-

croorganismos por gramo, con presencia de E.coli y Streptococcus

del grupo D, como indice de contaminacidn fecal (65).

' Algunbs investi'g‘a'dor‘é»:(1-35)(136)(186) han estudiado la po-
blacién fungica de materias primas de origen vegetal, en 1978 Hitokoto
encontrd que el nimero de hongos en este tipo de materias era variable
y mds de una de las muestras tenia una contaminacidn de 12. 000 hongos
por gramo; siendo éstos diversas especies del género Aspergillus, algu-
nas de las cuales eran productoras de aﬂétoxinas.(lOS).

Las materias de origen mineral, por su naturaleza, no son

un medio optimo para el desarrollo de microorganismos, pero debido
a su origen puede presentar, en ocasiones, una baja calidad microbio-
16gica (82).

Las sustancias obtenidas por sintesis poseen cualidades nu-

tritivas menos favorables que las de origen bioldgico; ademdas su proce-
so de elaboracion y purificacidn impide que presenten una contamina-
cién masiva. Por todo ésto es facil deducir que normalmente las mate-
rias de origen sintético contendran un nimero de microorganismos in-
ferior a 100 por gramo, y es frecuente que contengan menos de 10 mi-
croorganismos por gramo (82).

Sin embargo, algunas sustancias orgdnicas son una excep-
cidn,como indicaron en 1968 Pederson y colaboradores (157) que encon-
traron que el lactato de calcio contenfa mas de 1000 microorganismos

por gramo.

1.4.1.2, Materias auxiliares.

El azicar es una de las materias primas mas utilizadas en
la industria farmacéutica, fundamentalmente en la fabricacidn de jara-

bes.
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La Farmacopea Espafiola {(76) considera de utilidad farma-
céutica el producto obtenido del jugo del tallo de la cafia de azicar y
de la raiz de remolacha azucarera. También se puede emplear el pro-
cedente de banana y sorgo.

Aunque el nimero de microorganismos que se pueden en-
contrar en el azicar es bajo, de varias decenas, sin embargo este nu-
mero puede aumentar cuando su almacenamiento se realiza en un am-
biente hiimedo y con una temperatura optima. En este caso, los mi-
croorganismos inicialmente presentes se pueden desarrollar, y su nii-
mero puede llegar a ser de varios miles por gramo, produciéndose in-
cluso, la licuacién del azicar. Los microorganismos que se pueden mul-
tiplicar en presencia de elevadas concentraciones de azicar se denomi-
nan osméfilos. Principalmente son los hongos, siendo el mas frecuen-

te Penicillium glaucum (8), los responsables de este tipo de alteracio-

nes que pueden producir la inversion de la sacarosa en glucosa y fructo-
sa. La fructosa es mas higroscopica que la sacarosa y absorbe agua

de la atmdsfera. Para evitar estos inconvenientes, tanto el desarrollo
de microorganismos, como la aparicién de azicares reductores, es
preciso realizar el almacenamiento en locales que tengan una humedad
ambiente controlada y donde no se produzcan cambios bruscos de tem-
peratura por influencia del medio externo.

La gelatina se utiliza enla preparacién de medicamentos,
sobre todo para la fabricacion de capsulas de gelatina dura. Ademas
puede ser empleada como sustancia auxiliar en la preparacion de dis-
tintos medicamentos. La Farmacopea Espanola (76) la obtiene por de-
coccion en agua de los huesos, ligamentos y pieles de varios animales
y posteriormente hace una purificacién del producto. La obtencidn pue-
de realizarse por hidrdlisis dcida o alcalina del coldgeno.

Sus exigencias microbioldgicas han sido cada vez mayores,
debido a su gran utilizacién en la fabricacién de medicamentos. Es

sobre todo en la forma farmacéutica de capsulas donde mas se utiliza
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por ser en estos uUltimos afios unas de las formas de administracién
mas difundidas.

Las féculas que se utilizan segin la Farmacopea Espanola
(76) en la industria farmaceutica, son las procedentes de Oryza sativa

(arroz), Triticum vulgare (trigo) Solanum tuberosum (patata). Sin em-

bargo, en la actualidad se utiliza también la fécula de maiz, que figura
como oficinal en las farmacopeas: Alemana (62), Britanica(32), Fran-
cesa (160), Internacional (162) y USP (188)(189)(190).

Kallings y colaboradores en 1966, indicaron como fuentes
de contaminacion de los medicamentos, la fécula de patata, ya que 38
muestras de 39 analizadas, dieron un recuento de 20.000 microorganis-
mos por gramo. En la fécula de trigo el recuento era de 5.000 microor-
ganismos por gramo; y en ambas féculas fue detectada la presencia de
coliformes. Sin embargo, la fécula de maiz, presentd mejor calidad
microbiol8gica, ya que no se detectd la presencia de coliformes y el
recuento de microorganismos fue menos de 10 por gramo (115). Otros
investigadores han encontrado una mejor calidad microbioldgica en las
distintas féculas analizadas, como se observa en la tablal-l(pag. 12-13)

En 1971, Sykes (183) en un exdmen microbiologico realizado
en las féculas de uso farmacéutico, encontrd recuentos del orden de 102
microorganismos por gramo y la mayoria de los contaminantes eran es-

poras de Bacillus subtilis, con escasa presencia de cocos y ocasional-

mente de bacterias Gram-negativas.

Las féculas utilizadas en la industria farmacéutica, son
de las materias que presentan una contaminacién mas elevada por hon-
gos . Ademas retinen las condiciones adecuadas para favorecer su desa-
rrollo: como un cierto grado de humedad y ser tan.bién una fuente ener-
gética, para el desarrollo microbiano. En la fécula de arroz, los hon-
gos encontrados en mayor proporcién pertenecen a los géneros: Fusa-

rium, Nigrospora, Tricnoderma y Alternaria, v si hay una humedad

relativa se puede favorecer el desarrollo de Aspergillus y Penicillium (58)
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Guarro en un estudio realizado en las féculas de utilidad far-
macéutica, encontré que los contaminantes mas frecuentes pertenecian

al género Penicillium y A spergillus respectivamente. La especie Peni-

cillium corylophilum, fue el contaminante mas habitual en el almiddn

de trigo. La especie Aspergillus flavus, se encontré con mayor inciden-

cia en el almidon de arroz, esta especie esta considerada como potente
elaborador de aflatoxinas (98) (99) (100).

Ylla-Catala y Suarez (180} (200), han resaltado la importan-
cia que presenta la presencia de especies de Aspergillus productoras
de aflatoxinas, en las féculas de uso farmacéutico, en nuestro pais.

Bihlman y colaboradores (41) hacen una clasificacién gene-
ral de las materias primas, en cuatro clases, basandose en su pureza
microbioldgica y en el criterio que se debe seguir para la realizacidn
de los controles:

- 'Clase 1: Sustancias que por su naturaleza se encuentran li-
bres de microorganismos o tienen un nimero muy bajo. En este caso
no es necesario el control.

- Clase 2: Sustancias con bajo contenido en microorganismos.
El control ge efectuara de forma ocasional,

- Clase 3: Sustancias con contenido variable en microorganis-
mos. El control se realizara a la entrada de cada lote,

- Clase 4: Sustancias que debido a su origen siempre tienen
el riesgo de contener un elevado numero de microorganismos. Cada lo-

te se sometera a control.

1.4, 2. AGUA.

El agua en la industria farmacéutica no sélo es una materia
prima de gran importancia en la preparacion de formas liquidas, sino
también una sustancia auxiliar en la elaboracion de otros preparados
farmacéuticos. Ademas se utiliza para la limpieza y en diversos usos

técnicos como mantener la humedad relativa del aire (39). Diversos
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autores han resaltado la importancia que tiene el agua como materia
prima en los distintos procesos tecnoldgicos i30) (40) (183).

Habitualmente se emplea el agua del suministro publico; pa-
ra este agua que esta destinada al consumo humano existe una legisla-
cion especifica en cada pais y en organismos internacionales como la
O.M.S., que exigen una determinada pureza microbioldgica.

En nuestro pais esta normativa estd recogida en el Cédigo
Alimentario Espafiol (51), que establece dos categorias microbioldgi-
cas: la tolerable, que es menos exigente y la conveniente. Esta debe
de tener los siguientes cara.cteres:

- Ausencia total de microorganismos patdgenos y parisitos.

Maximo de 50-65 colonias por ml. en el recuento de aero-.
bios a 372C durante 24 horas,

- Ausgencia de coliformes en 100 ml.

- Ausencia total de E. coli en 100 ml.

- Ausencia de estreptococos del grupo D en 100 ml.

- Ausencia de esporas de Clostridium sulfito-reductores en

100 ml.

- Ausencia de bacteriofagos anti-E, coli.

- Ausencia de bacteriéfagos anti-Shigella.

Esta calidad microbioldégica se encuentra garantizada por
los controles sistematicos que realizan los laboratorios municipales y
que afectan a toda la red de abastecimiento.

En determinados momentos la pureza quimica del agua, es
mas importante que su calidad microhioldgica, y a veces los tratamien-
tos que se realizan para la correccion de la calidad quimica van en per-
juicio de la microbiologica.

La industria farmacéutica no utiliza el agua tal como la re-
cibe del abastecimiento piblico, sino que la somete a tratamientos fi-
sicos y qufmicos (filtros de arena, carbdn activo, resinas de inter-
cambio iénico), para mejorar su calidad. Se ajustan parémetros como

el pH y la resistividad. De estos tratamientos, el agua sale desprovista
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del cloro que la protege y sus efectos antimicrobianos quedan anulados.
Existe el peligro de que se desarrollen microorganismos, principalmen-

te Pseudomonas y Flavobacterium, cuando este agua permanece almace-

nada. También puede haber crecimiento de otros microorganismos co-
mo coliformes y salmonelas,

El agua desde el punto de vista microbioldgico tiene una gran
importancia:

- Es uno de los mejores vehiculos para transmitir los microor-
ganismos, tanto los autéctonos como los aléctones.

- En algunas ocasiones, es un medio de cultivo para las egpecies
de Pseudomonas, que por tener pocas exigencias nutricionales se desa-
rrollan en aguas que permanecen mucho tiempo almaceﬁadas.

- Por su utilizacién en procesos tecnoldgicos, como es la pulve-
rizacidon en locales para mantener un cierto grado de humedad, se ha de
tener especial cuidado que este agua no se encuentre contaminada, pues
de lo contrario aportaria microorganismos al ambiente.

El sistema de distribucion de la red de tuberias en la indus-
tria farmacéutica en ocasiones estd construido con poco criterio micro-
biolégico, pues existe un conglomerado de tuberfas, conexiones trans-
versales, junias y recodos, porciones de ramales muertos, curvas en
forma de U y S, que resulta diffcil su limpieza. En estos sitios es muy
facil la acumulacidn de productos minerales y lodos que favorecen la
proliferacién de microorganismos, por ésto al final de cada tramo debe
instalarse una llave para la toma de muestra. La llave de distribucidn,
a ser posible, se instalara de tipo cénico, para facilitar su limpieza.

El material mas adecuado para las conducciones de agua des-
ionizada y destilada, es el tubo de vidrio, y en su defecto, el de plasti-
co. En ultimo lugar se utilizara las conducciones metalicas, sobre todo
en el caso de agua desionizada, porque este material tiene una cesidn
i6nica (1986).

La limpieza de tuberias y recipientes de almacenamiento se
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puede hacer por diferentes tratamientos:

- Paso de vapor de agua por la red de tuberias.

- Utilizacién de soluciones de hipoclorito. También pueden
emplearse otro tipo de desinfectantes que pueden tener accion bac-
teriostdtica o bactericida, como por ejemplo ferol al 5%, que ac-

tia sobre las formas esporuladas (59).

Los tipos de agua que se utilizan en la industria farma-

céutica son:

Agua potable: Este agua puede contener un nimero de
microorganismos que esté dentro de los limites aceptados por la

legislacion.

Agua desionizada: El agua desionizada es mucho mas vul-

nerable, desde el punto de vista microbioldgico, que el agua de la
red de abéactecimiento. Aunque se le ha privado de la mayor parte
de sus iones, sin embargo pueden quedar los suficientes como pa-
ra permitir una larga supervivencia de las bacterias que trans-
porta e incluso, a veces, soportar su crecimiento.

El problema reside en las columnas de intercambio io-
nico que actian como reservorio de microorganismos, Las resinas
desionizadoras, ademas de iones minerales retienen materia orga-
nica y con ello, las bacterias encuentran un lugar ecolégico propi-
cio para su proliferacion a gran velocidad, por presentar gran a-
bundancia de nutrientes (102). El agua que va saliendo de estos
tanques de intercambio idonico, cada vez tiene menor calidad micro-
biolégica, pues se ha llegado a obtener recuentos de 1.000 y hasta
10. 000 bacterias por mililitro (183). Este problema puede ser mu-
cho mayor si las resinas de intercambio idnico se utilizan de una
forma intermitente y no son regeneradas con adecuados tratamien-

tos, acidos o alcalis. En ocasiones este tratamiento de las columnas
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no es suficiente, para eliminar las bacterias de las resinas, y es pre-
ciso algunas veces, un saneamiento con solucién de formaldehido y pos-
teriores lavados hasta su eliminacion total. Por estas razones para la
obtencidn del agua desionizada, se ha de disponer de un buen sistema
desionizador, con regeneracidn periédica de las resinas.

El almacenamiento de este agua contaminada no disminuye
el nuimero de microorganismos. Filder en 1960, citado por Sykes (183),
observo que obtenia recuentos de hasta 100000 bacterias por ml., des-

pués de unos cuantos dias de almacenamiento.

Agua destilada: Inmediatamente después de la condensacién
es estéril, pero, con el tiempo y el almacenamiento, puede llegar a de-
sarrollarse una abundante poblacion de bacterias. Ademds este desarro-
1lo se ve favorecido si el agua es conducida por tubos de goma o pldstico
hasta los recipientes de almacenamiento. Si estos tubos no son lavados
y esterilizados con cierta frecuencia, actian como reservorio de mi-
croorganismos y pueden contaminar el agua. Tal vez el mejor ejemplo
de todo €sto, lo indicd Brown, citado por Sykes (183),que encontrd en
agua recién destilada recuentos del orden de 100000 bacterias por ml.,
todos eran bacilos negativos; pero cuando los tubos de plistico se reem-
plazaron cada dia, el nivel de contaminacidén se radujo a menos de una

bacteria por ml. Favero y colaboradores aislaron Pseudomonas aerugi-

nosa en agua destilada que habia sido almacenada (79).

En cualquier caso un agua destilada con recuentos superiores
a 10 bacterias por ml., resulta inadmisible desde el punto de vista mi-
crobiologico (102).

Los tanques de almacenamiento de agua que se instalen en la
industria farmacéutica, se protegeran del polvo, particulas organicas y
en general de la suciedad. Llevaran conductos de ventilacidn bien insta-
lados. Se evitara la iluminacién, para que no se favorezca el desarrollo
de algas. Tendran un sistema de toma de muestra adecuado, proximo al

tanque o directamente conectado al mismo. Las paredes de su interior
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seran de material impermeable no poroso y de facil limpieza.
Bickel(27) senala que el agua utilizada en la industria far-
maceéutica, debe someterse a periddicos controles microbiolégicos pa-

ra poder garantizar su calidad.

1.4.3. PROCESO DE FABRICACION.

Debido a la gran variedad de formas farmacéuticas que se
producen en la industria, la tecnologia que se emplea es muy variada,
segin se trate de preparar comprimidos, grageas, granulados, liqui-
dos, pomadas o supositorios.

Durante el proceso de elaboracidn influyen una serie de fac-
tores: temperatura adecuada y grado de humedad iddneo, que favorecen
el desarrollo de los microorganismos si las materias utilizadas son una
excelente fuente de energia: azdcar, almidon, gelatina y grasas.

En ocasiones,las distintas técnicas empleadas en el proceso
de fabricacién son una fuente potencial de contaminacién. Sin embargo,
Schiller (177 puso de manifiesto que en el proceso del grageado, el seca-
do final disminuye el numero de microorganismos. Por ésto, se han de
tomar las méds estrictas medidas de higiene, encaminadas a evitar la con-
taminacion durante el proceso de elaboracion, para que los productos fi-
nales tengan la maxima calidad microbiolégica. Estas medidas se aplica-
ran con mayor vigor en la preparacion de inyectables (22) para poder lo-
grar su esterilidad. También los productos de origen biolégico deberan
ser manipulados en las condiciones mds estrictas de temperatura y hu-
medad, en un medio ambiente 1o mas aséptico posible.

Es responsabilidad del Director Técnico y mas directamente
del Jefe de Control de Calidad, el adoptar todas las medidas oportunas,
para logar la maxima pureza microbiolégica. Esto s6lo se puede obtener
con una estrecha vigilancia en la higiene del personal, ambiente, locales,
maquinaria y Gtiles de fabricacidn, as{ como partir de unas materias pri-

mas con calidad microbioldgica conocida.
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En cada laboratorio farmacéutico, segun sus caracteristicas
y tipo de medicamentos elaborados, se tendran que adoptar unas normas,
que seran debidamente observadas por el personal durante la fase de fa-
bricacion y en el alrpacenamiento de los preparados semielaborados y
acabados.

Diversos organismos internacionales y nacionales como FDA
(80), FIP (84), OMS (151} (152) (153) (154) (155) (156), Junta Nacional
de Salud de Suecia (145) (182) y de Dinamarca (148) y distintas Farmaco-
peas: Americana (190), Italiana (78), Internacional (162) y Checoslovaca
citada por Ludva (132), contienen normas priacticas encaminadas a conse-
guir una mejor calidad microbioldgica.

Las normas de organismos, como OMS y FDA coinciden fun-
damentalmente en lineas generales. L.as normas de la OMS se han adop-
tado, a modo de recomendacién, en muchos paises europeos. Alemania,
ademds, elabor6 un formulario en colaboracidn con los técnicos de la in-
dustria y los representantes de la Sanidad. En Francia, estas normas
han sido estudiadas por una comision de la industria, la administracién
e inspeccién farmacéutica. Sélo son tomadas en consideracidn para las
industrias que solicitan exportacion de medicamentos. Italia ha incorpo-
rado estas normas a la octava edicién de su farmacopea, pero no tienen
caracter de ley.

El organismo de la EFTA que agrupa a los paises de: Dina-
marca, Finlandia, Gran Bretafa, Irlanda, Islandia, Liechtenstein, No-
ruega, Austria, Suecia, Suiza y Hungria, tienen normas propias, que
en lineas generales se ajustan a las de la OMS.

En la tablal - 2 se resumen los paises que tienen elaboradas

normas de buena fabricacién (GLP) y ademads el control de su aplicacion.
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Tabla I-2

Paises con normas de buena fabricacidn.

Pafs Texto de normas de Control de la aplicacién de las
buena fabricacion (GLP) normas de buena fabricacion (GLP
Bélgica No No
Canada Previsto para 1982 Previsto-Inspeccidn
Dinamarca 1/10/80 Si (21/3/73)-Inspeccion
Francia No Proyecto/Inspeccidn
Gran Bretafla No Proyecto/Inspeccidn
Japon No Si-Inspeccidn
Norue ga No Si-Inspeccién
Paises Bajos Si (proyecto) No
R. F.Alemania Si (proyecto) No
Suecia , No Si-Inspeccién
Suiza ‘ No Si-Inspeccién
Estados Unidos Si F.D.A. F.D.A. Inspeccidn

Glomot, 1980 (95).

En Espafia no existen normas al respecto, pero algunos auto-
res (185), Asociaciones (187) y las primeras Jornadas Farmacéuticas
(114), se han ocupado de comentar las normas de la OMS, resaltando la
importancia de su aplicacion, por lo cual muchos laboratorios de la in-
dustria las estan teniendo en cuenta,

También diversos autores (57) (66) (81) (164), dan recomen-
daciones o normas de buena fabricacidn, que se pueden aplicar a estos

procesos y que se resumen de la siguiente manera:

- Materias primas de calidad microbiolégica controlada.
- Acondicionamiento adecuado de todos los locales, sin polvo,

limpios y aislados de las corrientes de aire. Utilizar aire
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filtrado, siempre que lo requieran los productos fabricados y
sea posible su instalacidn.

- Empleo de material adecuado de facil limpieza.

- Formacidn adecuada del personal que esta en contacto directo
con el medicamento darante el proceso de fabricacion, para
que sea conocedor y tome conciencia de los riesgos que supo-
ne la contaminacidén microbiana en los medicamentos y para
evitar los posibles accidentes en el manejo de material espe-
cial,

- Aplicacion de una buena vigilancia para que se cumplan las
normas higiénicas en el proceso de fabricacién,

- Controles sistematicos de la contaminacidn a todos los nive-
les: materias primas, productos acabados, medio ambiente,
superficies, maquinaria y personal.

- Evaluacién complementaria del envejecimiento del producto a
la temperatura ambiente y a 372C.

- Adoptar las normas internacionales referentes a los limites
tolerables de contaminacidn en los diversos preparados farma-
céuticos.

- Utilizar los conservadores de una forma justificada.

- Envasar los preparados, a ser posible en dosis unitarias, pa-
ra evitar la posterior contaminacion en el curso de su utiliza-
cion.

La aplicacion de las normas de buena fabricacidn lleva consi-
go la obtencidn de productos finales con maxima calidad farmacéutica.

Asi Franch indico que soluciones y geles, fabricados segin las "normas

de trabajo'', podian considerarse exentos de microorganismos (87).

1.4.3.1, Condiciones higiénicas del personal,

Todo el personal que trabaja en la industria farmacéutica y

muy especialimente el que estd en contacto directo con la elaboracion de
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medicamentos, debera ser conocedor de que el cuerpo humano es una
fuente de contaminacion de microorganismos. Por ello se les dard una
completa educacidn sanitaria en materia de higiene personal, mediante
cursillos, demostraciones practicas y coloquios. En los cuales se re-
saltarda que el hombre sano a través de su piel aporta una carga micro-
biana, que forma parte de su micropoblacién normal (23) . Esta varia
segin las distintas regiones del organismo y también con los cambios
ambientales de temperatura y humedad. En los individuos sanos y en
ambiente normal; hay un predominio de micropoblacion Gram -positiva,

fundamentalmente Staphylococcus, Micrococcus y Corynebacterium.

Cuando la humedad y la temperatura son mas elevadas existe un predo-
minio de micropoblacién Gram-negativa, con mayor proporcidn de en-
terobacterias y Acinetobacter. En determinadas regiones hay una mayor
presencia de hongos (138).

Lags productores de la industria farmacéutica estaran someti-
dos a examenes médicos, de forma periddica, para asegurar que no pa-
decen procesos infecciosos o si los tienen poderlos detectar. Es acon-
sejable que diariamente se hagan observaciones del personal que traba-
ja directamente en el proceso de elaboracién de medicamentos para de-
tectar los signos visibles de infeccidn en las vias respiratorias altas,
heridas infectadas, lesiones cutaneas y enfermedades intestinales.

El personal debe observar un adecuado comportamiento en
su aseo personal y costumbres higiénico-sanitarias, asi como ser co-
nocedor de las fuentes de contaminacion durante la realizaciéon de su
trabajo y también las medidas que ha de poner en practica para evitar
todo tipo de contaminacién (106},

La utilizacion de ropas y zapatos adecuados, guantes, gorros
y tapabocas es aconsejable en las zonas en que todavia no ha sido enva-
sado el medicamento, y estas recomendaciones seran tenidas en cuenta
de una manera mas estricta, cuando las manipulaciones de las sustan-

cias se realicen en ambiente estéril. En este caso, la misma ropa de
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irabajo sera también esterilizada y las personas que trabajen en estas
zonas estériles tendran que guardar una higiene personal antes de en-
trar. La higiene de las manos es muy importante, ya que las ufias pue-
den ser un reservorio idéneo para retener particulas y microorganis-
mos y a la vez ser un vehiculo de transmisién de estos contaminantes.
Por ésto, a ser posible, el trabajador ha de realizar su trabajo con

guantes.

1.4.3.2, Locales de trabajo y superficies.

Una de las fuentes mas importantes que se deben considerar
es la contaminacidén ambiental, para lo cual es preciso hacer la asep-
tizacion mas estricta posible. Esto se puede conseguir con la instala-
cién de un buen sistema de ventilacidn y filtrado del aire, que sean ca-
paces de garantizar un ambiente adecuado.

?l aire, a pesar de no tener una micropoblacion propia, sin
embargo contiene microorganismos, que permanecen suspendidos en
particulas sdlidas o en gotas de agua. El origen de estos microorganis-
mos es el suelo, el agua y los seres vivos que permanecen en los dis-
tintos ambientes.

El tipo de microorganismos que se encuentra en el aire es
muy variado. Fundamentalmente van a perdurar los microorganismos

esporulados y los de menor tamafio, como : esporas de Bacillus, Clos-

tridium, ascosporas de levaduras, fragmentos de micelios, conidios de
mohos, estreptomicetos y, también, microorganismos no formadores

de esporas como Micrococcus luteus, especies no patogenas de Coryne-

bacterium y algunos bacilos Gram-negativos, como los coliformes (14).
El nimero de microorganismos es muy variable y depende de
la persistencia y supervivencia de los mismos (43).
Los tipos de ambiente de trabajo pueden ser:
- zonas normales

- zonas estériles
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- Las zonas de ambiente normal son todos los locales de
produccion de medicamentos no obligatoriamente estériles y donde no
existen condiciones que garanticen la esterilidad.

- Las zonas estériles son locales cerrados e independien-
tes, dedicados, tnica y exclusivamente, a la fabricacién de medicamen-
tos estériles. Deben disponer de lamparas germicidas, aire filtrado y
una desinfeccion adecuada. El personal que trabaja all{, debe llevar ta-
pabocas, guantes y batas. '

En las zonas estériles se han de controlar de forma especial
los parametros de temperatura y humedad.

Estas zonas pueden presentar una deficiente esterilizaciéq
del aire ambiental, si se mantiene un mal funcionamiento del sistema
de filtracién. También se pueden introducir contaminacién por las ma-
terias y tdtiles que intervienen en la elaboracidén de medicamentos, y so-
bre todo por el personal encargado de los distintos procesos, sino ob-
servan unas normas higiénicas muy estrictas (18),

El sistema de filtracion de aire dispondra de filtros adecua-
dos para evitar la recirculacion de polvo durante la fabricacién , para
no facilitar las contaminaciones cruzadas o bien disponer de sistemas
de aspiracion auxiliar con presidn positiva y cierre neumdtico. El filtro
serd capaz de retener particulas y microorganismos con tamafio supe-
rior a 0,5 micras.

Los controles del ambiente seran muy rigurosos en las zo-
nas estériles, donde el contenido de microorganismos por metro cubi-
co serd lo mds bajo posible., Los controles microbioldgicos del ambien-
te se deben realizar antes de la entrada del personal, durante el proce-
so de fabricacion y al final de una jornada de trabajo, con el fin de con-
trolar la eficacia de los filtros de aire y de todas las precauciones to-
madas para conseguir un aire con minima carga microbiana (41),

En la bibliograffa (50) (91) (115) , nos encontramos descritos

casos que ponen de manifiesto la necesidad y utilidad del control micro-
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biolégico de los locales de trabajo. Ya que microorganismos presentes
en el aire fueron la causa de la contaminacion de diferentes formas far-
macéuticas,

Ademas del aire ambiental hay que tener en cuenta la nece-
sidad de que la maquinaria utilizada en los diferentes procesos de fabri-
cacidén, sea lo mds aséptica posible, para ésto, debera limpiarse des-
pués de cada lote de fabricacidn con agua caliente o vapor de agua.

Los suelos, paredes y techos, tambien son una fuente impor-
tante de contaminacion por los microorganismos que se depositan en
ellos. Por ello seran de superficie lisa, facilmente lavables, impermea-
bles al agua, sin orificios, ni grietas y resistentes a los agentes anti-
sépticos (187). Periddicamente se trataran con desinfectantes y se efec-
tuardn controles de la eficacia de la desinfeccién. Esta deberd ir enca-
minada, no sélo a la destruccion o eliminacidn de microorganismos pa-
tégenos, sino también de los saprofitos que fundamentalmente son los’
que se aislan en la mayoria de las ocasiones en los medicamentos (183).
Por lo tanto, los desinfectantes utilizados seran activos contra bacterias,
hongos y virus y también sobre las formas esporuladas.

Para que la accidn desinfectante se vea potenciada, hay que
aplicar la desinfeccidn en unas determinadas condiciones y teniendo en
cuenta una serie de factores (59) (193) :

- La humedad relativa del aire.

- La concentracion a que se debe emplear el desinfectante,

- El pH de accidn esté prdximo a la zona de mixima desinfeccidn.

- Tiempo de contacto.

- Una temperatura controlada ya que las variaciones de tempera-
tura pueden modificar el poder de desinfeccidn. .

- La clase de material que se va a desinfectar.

- El tipo de microorganismos presertes y las condiciones fisio-
16gicas de éstos.

- Evitar la inactivacidn del desinfectante por procesos de
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absorcidn.
- Evitar la aparicién de resistencias al desinfectante, para es-
to lo mas aconsejable es usar una mezcla de desinfectantes y

variar el tipo de desinfectante con frecuencia.

1.4.3. 3. Forma Farmacéutica y formulacidn.

En los estudios microbioldégicos realizados sobre distintas
formas farmacéuticas, no se advierte una especial diferenciacidn des-
de el punto de vista de la contaminacion microbiana.

Aunque Bean (zo)indicé que los preparados que tienen una
fase acuosa como: soluciones, suspensiones, jarabes, pomadas; son
los que potencialmente presentan mayor riesgo de contaminacién; por
serel agua uno de los componentes mas importantes para la superviven-
cia y el desarrollo de los microorganismos.

Sin embargo las formas farmacéuticas que tienen un grado

.
de humedad bajo como: comprimidos, grageas, granulados, capsulas y
polvos, no presentan gran diferencia en su contenido microbiano en com-
paracién con el resto de las formas farmacéuticas, Ademds es precisa-
mente en éstas, donde pueden permanecer los microorganismos esporu-
lados.

También hay que tener en cuenta que en la formulacién de
las distintas formas farmacéuticas se suelen incorporar sustancias an-
timicrobianas, y que, en muchos casos, son los responsables del bajo

contenido de microorganismos.

1.4.3.4. Envases.

Todas las medidas tomadas durante el proceso de fabrica-
cién, para evitar la contaminacidén por microorganismos, pueden ser
ineficaces si los medicamentos no se acondicionan en envases adecua-
dos.

En nuestro pais, la vida comercial media de un medicamen-

to es de cinco afios. Durante este periodo de tiempo, la naturaleza y
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calidad del tipo de envase tiene gran importancia en la conservaciény
almacenamiento de los medicamentos.

La naturaleza de los materiales de envasado influye de for-
ma considerable en la contaminacidon: Antes, se utilizaban mucho los
tapones de corcho, 1o que influia en que hubiera un mavor mimero de
microorganismos, ya que este material es upa fuente energética y nu-
tritiva. Kylin y Ekstrands, citados por Clausen (50) pusieron de ma-
nifiesto la contaminacion de inyectables que tenian tapén de corcho, con
hongos, posiblemente del ambiente, y estafilococos, procedentes de
los manipuladores.

Hoy dia, ‘ practicamente se ha eliminado este problema por
haber sido sustituido este material por otros mas adecuados. Uno de
los materiales mas utilizados para el envasado en la industria farma-
céutica, son los plasticos. Estos materiales, desde el punto de vista
microbioldgico, tienen la ventaja de no favorecer el desarrollo de mi-
croorganismos, por no ser biodegradables. Por otro lado,presentan el
inconveniente de tener un cierto grado de porosidad, que se manifiesta
a niveles moleculares, frente a iones, gases y vapores. Presentan di-
fusién del anhidrido carbdnico y oxigeno; este influye, de una manera
favorable, para que se produzca la proliferacidon de microorganismos
en el producto envasado. Ademas presentan permeabilidad a los mi-
croorganismos cuando el manufacturado de los pldsticos es de laminas
obtenidas por soplado. Como estos envases facilitan la condensacidn
de agua, pueden desarrollarse las formas esporuladas de mohos o ba-
cilos, en los medicamentos que los contengan, y conducir a la altera-
cién e, incluso, destruccidén del medicamento. Estos incovenientes se
solucionan, en la industria farmaceéutica, haciendo un recubrimiento
de estos materiales plasticos --polietileno, polipropileno, cloruro de
polivinilo, poliestireno, nylon y acetato de celulosa-- con papel de alu-
minio, que es mas resistente a los efectos mecénicos y sobre todo, no

es poroso (92) .
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Si la naturaleza de los materiales de envasado es de celulo-
sa, para evitar los inconvenientes de la presencia de poros, se hacen
recubrimientos con parafina.

Las materias primas se pueden contaminar si los materia-
les de embalaje no tienen una calidad microbioldgica aceptable, siendo

los hongos la contaminacién mds frecuente {(47). -

1.4.3.5. Almacenamiento.

Las materias primas y los productos acabados permanecen
almacenados durante periodos de tiempo mds o menos largos. En el al-
macenamiento es facil el desarrollo de hongos en los preparados farma-
céuticos, sobre todo en aquellos que tienen agua y grandes espacios li-
bres de aire. En este caso, la fuente de contaminacién por hongos pue-
de deberse a los envases y cierres contaminados. Su desarrollo se vera
favorecido ,Si el almacenamiento no se realizé en las debidas condiciones.

AEl almacenamiento de las féculas de utilizacién en la indus-
tria farmacéutica se realizara en unas condiciones de humedad inferio-
res al 12%, para evitar la proliferacion de hongos y la posible produc-
cidn de aflatoxinas por estos contaminantes (180). Debemos tener en
cuenta factores, como son temperatura y humedad, que, de alguna ma-
nera, puedan influir en la estabilidad del medicamento durante este pe-

riodo, y de los que hablaremos en otro apartado.

1.5. FACTORES QUE INFLUYEN EN EL DESARROLLO DE LA CON-
TAMINA CION.

1.5.1. AMBIENTE DE TRABAJO
El aire ambiental puede contribuir a la contaminacién de los
medicamentos por el permanente contacto con las materias primas y

con los demas elementos implicados en la elaboracidn de los mismos(49).
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Este ambiente tiene una micropoblacidon caracteristica que
se ha descrito anteriormente (1.4.3.2.).

La persistencia de estos microorganismos en el aire, va a
depender de su forma, tamafio y peso. As{ como de las corrientes de
aire que se produzcan y de los obstaculos presentes. Sobre todo, los
dos ultimos contribuyen, en gran medida, a cambiar 1la flora microbia-
na que originariamente existia en el ambiente (43)(125),

La supervivencia de estos microorganismos depende de la
humedad relativa y temperatura ambiental y de 1a materia organica
presente, que los alimenta y protege de las condiciones adversas. Las
radiaciones, tanto la luz solar como los rayos ultravioletas, por su
accion mutagena o letal, son factores adversos que modificaran la con-
taminacion microbiolégica.

De aqui la gran importancia que tiene el control de todos es:
tos factores, ya que para que el trabajo sea agradable debe haber una
humedad relativa del 60% y una temperatura de 202C y, en estas con-
diciones, se favorece el desarrollo de los microorganismos.

En las zonas estériles la posible contaminacién microbiana
puede deberse a: ‘

- Deficiente esterilizacion del aire ambiental, por un mal funciona-
miento del sistema de esterilizacidn.

- Contaminacidn introducida por los materiales o utiles que inter-
vienen en la fabricacion de medicamentos.

- El personal encargado de los distintos procesos, si no sigue unas

normas higiénicas muy estrictas (187).

1.5.2. PROCESO DE FABRICACION.
Hay procesos tecnolégicos, que dependiendo de las condi-
ciones y modificaciones que se les introduzca, pueden representar
una mayor fuente de contaminacién o por el contrario contribuir a la

disminucién de la carga microbiana inicial.
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La molturacién y la tamizacioén son procesos, que pueden
contribuir a un aumento de la presencia de oxigeno y este factor favore-
ce la proliferacion de microorganismos aerobios.

Uno de los ejemplos mds claros de la influencia del proceso
de fabricacién, sobre el aumento o disminucién de la contaminacién, es
la granulacién por via himeda, para la elaboracién de comprimidos que
tienen.como excipiente almiddn. El desarrollo de microorganismos de-
penderid de que las operaciones se efectien de forma mas o menos ra-
pida, se utilice agua o alcohol y que la temperatura de desecacién sea
préxima a 35-402C. Sykes(183) indica que en las etapas del granulado
himedo es frecuente que tenga lugar crecimiento bacteriano, sin embar-
go estos microorganismos se convierten en no viables en posteriores
etapas de secado y compresion. Se obtiene as{ un producto final que
realmente no contiene mayor carga microbiana que la inicial.

Hay que sefialar que otros autores(115)(200) indican que el
proceso de granulacién hiumeda y su posterior secado, si se realiza a
temperatura baja de 35-452C, durante un periodo de tiempo grande, el
aire en contacto y el tiempo empleado en la desecacion son factores que
contribuyen al desarrollo de los microorganismos. Sin embargo, si el
proceso de secado se realiza a 602C, durante poco tiempo, muchos de

los microorganismos presentes pierden su actividad y mueren.

1.5.3. ENVASADO Y ALMACENAMIENTO.

Hay varios factores que pueden modificar la calidad micro-
biologica durante el envasado y almacenamiento de los medicamentos.
En el envasado los mas importantes son la correcta limpieza y esteri-
lizacidn de los recipientes y cierres. Asi como el tipo de envase, indi-
vidual o miltiple, que influird en la posterior conservacidn durante su
uso. En el almracenamiento hay que tener en cuenta la temperatura, hu-
medad y luz.

Las operaciones de envasado se deben realizar en dreas des-

tinadas a este proceso, para evitar la posibilidad de mezclas con otras
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sustancias y para reducir al mdximo la contaminacidén microbiolégica.

El material envasado se someterd a procesos adecuados de
limpieza y de esterilizacidn, por los diferentes métodos, segin su natu-
raleza. Es aconsejable y conveniente que los envases sean hermética-
mente cerrados, para que la humedad del ambiente no pueda penetrar y
favorecer el desarrollo de mohos, tanto en jarabes como en comprimi-
dos y granulados. Para prevenir la posible contaminacidn con hongos
es adecuado emplear cartona'jes con fungicidas. También es importante
utilizar envases individuales o monodosis, ya que representan una gran
higiene en la administracién del preparado, evitando as{ la incorpora-
cién de microorganismos por el propio paciente que lo utiliza.

Hay medicamentos que se pueden someter a un proceso anti-
microbiano mediante un tratamiento térmico. Pero en el caso de los ja-
rabes, gotas y pomadas que no pueden ser sometidos a temperaturas al-
tas, el mantener una buena calidad microbiologica presenta una gran di-
ficultad. Esto se agrava por el hecho de que estos preparados suelen
presentarse en recipientes multidosis, por lo que pueden presentar al-
teraciones durante el perfodo de utilizacidon por el paciente,

Los medicamentos que no pueden ser sometidos a un trata-
miento térmico deben protegerse mediante métodos quimicos.

El almacenamiento de los productos farmacéuticos ha de reu-

nir las condiciones mds adecuadas para su perfecta conservacion. La
temperatura ambiente ha de ser constante. Los locales destinados a al-
macén, tanto de materias primas como de productos acabados, estarin
acondicionados con aislamiento térmico, para evitar los cambios de tem-
peratura exteriores. Se évitara la instalacién de calefaccion, el pasc de
tuberias de agua caliente y de todos aquellos factores que puedan inducir
a variaciones en la temperatura. Ya que estas variaciones pueden modi-
ficar los caracteres fisico-quimicos de los preparados farmacéuticos

y favorecer el dasarrollo de los microorganismos. En el caso de los

jarabes, una elevacidn de la temperatura hace que aumente la humedad
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relativa en el espacio de cabeza, una posterior refrigeracién hard que

el vapor de agua se condense y se forme en la superficie del jarabe una
capa fina de agua. El azicar difundira lentamente desde la masa a esta
capa de agua, puesto que tiende a establecerse un equilibrio. Es por tan-
to la alteracidn de la temperatura, durante el almacenamiento lo que
hace que se produzca una disminucién de la concentracion de sacarosa
en la capa superficial 1o cual contribuye al desarrollo de mohos en la
superficie.

Hay productos que por sus caracteristicas especiales deben
de ser almacenados en camaras frigorificas para su conservacidn.

La humedad relativa de los locales de almacenamiento ha de
ser debidamente controlada para evitar las posibles alteraciones de los
medicamentos , ya que una humedad relativa superior a 97% puede favo-
recer el desarrollo de microorganismos, sobre todo de hongos, en la
superficie de granulados y comprimidos. ‘

La luz es otro factor que en ocasiones pueée catalizar reac-

ciones que induzcan a la alteracidn de los preparados farmacéuticos.

1.5.4. CONSERVADORES.

Los profesionales del medicamento, después de varios afos,
conocen la necesidad de protejer a los medicamentos contra la contami-
nacién microbiana. Pero han sido en estos ultimos diez afos, cuando
se ha empezado a saber los serios problemas de la conservacion y a te-
nerlos en consideracién. Ante todo, es muy importante poner en prac-
tica las normas de buena fabricacidn para disminuir al miaximo la utili-
zacion de conservadores.

Los conservadores solo se deben utilizar de forma justifica-
da, para prevenir la contaminacion de los medicamentos antes y duran-
te su periodo de administracion; pero nunca para enmascarar una masi-
va contaminacion microbiana (113).

La disponibilidad quimica de un conservador en un prepara-

do farmacéutico puede variar durante el almacenamiento por:
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producirse absorcidn del conservad or por el material conservado, por
las contaminaciones que se pueden incorporar durante su utilizacién
por el paciente y también por modificaciones a la temperatura ambien-
te.

La actividad conservadora de una sustancia puede ser in-
fluenciada por el producto. Si este producto es complejo, es mayor el
nimero de factores que influyen sobre la actividad.

Desvignes (61) estudid la influencia de los excipientes so-
bre la actividad de los conservadores en preparaciones emulsionadas.

Los criterios que se deben seguir para elegir el conserva-
dor de un preparado farmacéutico son:

- Inocuidad.

- No tener olor, color o sabor. .

- No presentar incompatibilidad con los componentes del medica-
ments y que no reaccione con estos.

Solubilidad.

Estabilidad durante el almacenamiento.

- Que no interfiera en los controles analiticos del medicamento.
- Amplio espectro de accidn.
- Que no favorezca la aparicion de resistencias.
Los factores que influyen en la actividad de un conservador, so-
bre todo en las emulsiones, son:
- Variacion en el pH.
- Formacidn de complejos con sustancias que han sido emulsiona-
das o bien con los agentes dispersantes.
- El coeficiente de reparto del conservador entre los distintos com-
ponentes de una emulsion.
Las modificaciones de pH producen cambios en la ionizacidn
de los grupos quimicos de superficie de las bacterias y pueden dar lu-
gar a una ionizacidn de los conservadores, y también influir sobre el

coeficiente de reparto del conservador, entre el producto que se



- 39 -

pretende conservar y el microorganismo que se encuentra como conta-
minante.

Estos tres factores puec.!en intervenir juntos. Asi un aumento
de pH en la solucion de un producto cuaternario, conduce a un aumento de
la actividad antimicrobiana. La elevacion de pH en una solucién fendlica
o de dcidos organicos, reduce la absorcidn celular y también la actividad
de estas sustancias (24).

Es preferible utilizar bajas concentraciones de un conserva-
dor con accidn bactericida lenta, en lugar de emplear los de accién bac-
teriostatica.

Durante el proceso de fabricacion es aconsejable cambiar el
conservador cada ciertos periodos de tiempo, para evitar la aparicién
de resistencias selectivas, sobre todo a especies de Pseudomonas y en-
terobacterias. Es adecuado el uso de dos o mas conservadores que presen-
ten accidn sipérgica.

La utilizacion de un conservador especifico en algunos prepa-
rados farmacéuticos, encaminados a eliminar la contaminacién bacteria-
na, puede producir un vacio ecoldgico que facilite el desarroilo de hongos.
Este fendmeno se ha observado en jarabes y lociones, que habian sufrido
una alteracion de su aspecto, calidad y eficacia (107) (116). Los jara-
bes se protegen de la contaminacion porque llevan alcohol, glicerina
a alta concentracién o una mezcla de ésteres del acido parahidroxi-
benzoico. También el acido sorbico se utiliza como conservador al 0, 15-
0,20 % de concentracidén (32). Los jarabes de frutos pueden protegerse
de la contaminacién de hongos por adicién de dcido sulfuroso o metabi-
sulfito sédico que corresponde a 350 p.p.m. de SO2 (8).

En las preparaciones alcalinas es frecuente la contamina-
cion, sobre todo en las suspensiones de trisilicato de magnesio, don-
de se produce una rdpida proliferacién de microorganismos, posible-
mente debido al pH alcalino que tienen estas preparaciones, que uni-

do a otros factores, hacen que la actividad de los conservadores se dismi-
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nuya. Por esto es de gran importancia la utilizacion de un conservador
apropiado, -

Los niveles de contaminacién mds bajos, se encontraron en
preparados farmacéuticos con: bajo pH, alto contenido en sacarosa y ha-
jo pH, bajo pH y acido benzoico, contenido moderado de cloroformo o al-
to contenido de alcohol. Mds altos niveles de contaminacién se encontra-
ron en preparados con pH prdoximo a la neutralidad y bajo contenido de
alcohol o sacarosa (24).

Tabla 1-3

Agentes conservadores recomendados por las farmacopeas.

A gente conservador B.P. 1;‘:::;2:;;23 U.S.P. P.H.
Fenol 0,5% 0,5% 0, 5% -
Cresol 0, 3% 0,37 0, 5% 0, 3%
Clorocresoll 0,1% 0, 3% - 0,2%
Compuestos organi-

cos de mercurio 0, 001% - 0,1% -
Metilparaben. - - - 0,1%

B.P. (32), Farmacopea francesa (160), P.H. (161), U.S.P. (189).

Tabla 1-4

Actividades de los agentes conservadores, recomendados por B.P.

[A gente conservador T(P/V) tiempo letal 103/m1. E. coli
Clorocresol 0,1 10 minutos
Cresol 0,3 30 minutos

Nitrato de mercurio

feénico 0, 001 2 horas
enol 0,5 _ 10 horas
B.P. (32)

La USP estima, que la actividad de los conservadores
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para que sea efectiva, ha de tener una mortalidad del 100% aunque és-
ta es una condicion que es dificil de demostrar en la practica.

1.5 5. CONDICIONES AMBIENTALES RELACIONADAS CON EL
MICROORGANISMO.

1.5.5.1. Temperatura.

Es uno de los factores mas importantes que influyen en el
desarrollio de los microorganismos. Generalmente las temperaturas
bajas disminuyen el' metabolismo microbiano, mientras que las tempe-
raturas altas aumentan las actividades celulares. Por ésto, si se rea-
liza un almacenamiento de los preparados farmacéuticos fuera de los
limites de crecimiento, se reduce de manera considerable el desarro-
110 de microorganismos,

Sin embargo, hay que tener en cuenta que cada especie mi-
crobiana tiene ciertos limites de temperatura, maximo y minimo, su-
perados los cuales cesa el crecimiento microbiano.

Las temperaturas limites de desarrollo de los microorga-
nismos varian desde ter;lperaturas bajas de -152C hasta tan altas co-

mo 902C. Y segin ésto se denominan:

- Psicréfilos: Crecen a 02C o menos. Aunque éste sea su caracter
mas distintivo, pueden crecer a temperaturas mas elevadas. Su cre-

cimiento Sptimo tiene lugar entre 10-302C.

- Mesofilos: tienen su temperatura Gptinua de crecimiento entre 25y

452C.
- Termofilos: su dptimo de crecimiento estd entre 45-502C:

Las especies que crecen también en la zona de temperatura

de las mesdfilas, se les denomina termdfilas facultativas,
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Tabla I-5

Clasificacion de las bacterias segin su temperatura de crecimiento

Temperatura (2C)
Bacterias  |ni4ima Optima Méxim a
Psicréfilos |- 15-5 10-30 20-40
Obligado |- 15-0 10-20 20-22
Facultativo] - 5-5 20-30 30-40
Psicrotréfos | - 5-5 25-30 30-40
Mesofilo 5-25 25-40 40-50
Terméfilo 35-45 45-65 60-90
Obligado 40-45 55-65 70-90
Facultativg 35-40 45-55 60-80

Banwart, 1979 (14)
1.5.5.2. pH.

Sorenson en 1909, defini6 el pH como el logaritmo negativo
de la concentracién de hidrdgeno, en una solucion. Actualmente el pH
es el logaritmo negativo de la actividad de los iones hidrogeno. Por un
aumento de la temperatura aumenta la disociacidn de los acidos. As{
una solucion que es neutra o ligeramente alcalina a la temperatura am-
biente y favorece el desarrollo de los microorganismos, puede conver-
tirse en acida a la temperatura de 372C y ser letal para ellos.

L.os microorganismos tienen un pH de crecimiento minimo,
6ptimo y maximo. El pH optimo de desarrollo de la mayoria de los mi-
croorganismos es proximo a la neutralidad, entre 6,5 y 7,5; aunque
existen especies que pueden sobrevivir en zonas minimas de pH 4 y
maximas de pH 9. Solo muy pocas especies pueden crecer en valores
de pH menores de 2 o mayores de 10.

En general, los mohos pueden crecer a valores mas bajos
de pH que las levaduras, y las levaduras son mas tolerantes a estos pH
que las bacterias. L.a mayor parte de las levaduras y hongos se ha vis-

to que crecen mejor en medios ligeramente acidos, de pH 5a 6.(14).
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1.5.5. 3. Presién osmotica,

La presidén osmoética estd provocada por la presencia de mo-
léculas, disociadas o no, en los disolventes. La dsmosis tiende a igua-
lar las concentraciones a ambos lados de una membrana.

Cuando los microorganismos se encuentran sometidos a pre-
siones osmoéticas extremadamente altas o bajas, el agua es substraida de
la célula y ésta se colapsa (plasmolisis) o penetrard en el interior (plas-
motisis).

Los microorganismos pueden vivir entre unos limites maxi-
mo y minimo de presién osmotica del medio, teniendo cada especie un
punto optimo, aunque son bastante adaptables,

Las bacterias debido a que tienen pequefio volumen, a su pa-
red celular relativamente fuerte y a la fina membrana citoplasmatica, per-
miten que se produzca un rdpido ajuste del equilibrio osmético. En gene-
ral la mayoria de las bacterias no son muy sensibles a variaciones en la

concentracién salina entre 0,5 y 3%, pero concentraciones superiores
pueden tener un caracter inhibitorio sobre el crecimiento de los microor-
ganismos.

Las soluciones muy hipertonicas, como los jarabes (64% de
azlcar) tienen un poder conservador, ejerciendo un efecto microbiostati-
co sobre muchos microorganismos, porque extraen el agua de las célu-
las. Esta accién es comparable a la desecacidon. Algunas bacterias y hon-
gos son capaces de soportar una fuerte presiéon osmotica.

La glicerina a baja concentracion puede ser utilizada como
alimento por los microorganismos, pero éste mismo producto en una
concentracion 40-507% es ya inhibidor del crecimiento bacteriano, por

la accién de la presidon osmoética.

1.5.5.4. Actividad de agua (aw)

La actividad de agua (aw) en las sustancias se puede conside-

. s . 1 : g =
rar como un indice de disponibilidad de agua para las reacciones quimi-
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cas y para el crecimiento de los microorganismos.

La actividad de agua se ha definido como la relacidn, a la
misma temperatura, entre la presion de vapor de agua de la solucidn
v la presién de vapor del solvente (generalmente agua).

La actividad de agua tiende a establecer un equilibrio con
la humedad relativa del entorno.

Los microorganismos tienen un maximo, un éptimo y un mfi-
nimo de actividad de agua para su crecimiento. Al ser la actividad del
agua pura 1, los microorganismos no pueden crecer en ella, y el limi-
te mdximo de crecimiento microbiano ha de ser algo menor que uno.

Hay productos, como los alimentos, que tienen unos valores
muy altos de actividad de agua, de hasta 0, 999, es decir muy préximos
a 1y a pesar de esto, los microorganismos ﬁueden desarrollarse en
ellos.

En general, para el desarrollo de las bacterias se requiere
una elavada actividad de agua, mientras que las levaduras pueden desa-
rrollarse a una menor actividad.

Los mohos difieren entre si considerablemente en el opti-
mo de aw. La aw minima necesaria para la germinacidn de las esporas
esg, en algunos mohos, de 0, 62; mientras que para otros es 0, 93.

Se ha de tener en cuenta que la actividad de agua influye en
aspectos tan importantes, como la formacion de esporas y la elabora-
cidn de toxinas por parte de los microorganismos patdgenos, como:

Staphylococcus aureus o Clostridiun. botulinum.

Cuando la actividad de agua es inferior al minimo requerido
por los microorganismos, es de suponer que estos no se desarrollan
y as{, al tener una actividad de agua que ha descendido a valores mas
bajos que su 6ptimo, se produce un aumento de la fase de latencia y
una disminucidn de la tasa de crecimiento. Por esto las sustancias
con actividad de agua baja van a poder ser almacenadas mas tiempo

y van a tener menores alteraciones por los microorganismos, que los
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materiales que tienen una actividad de agua mas elevada.

La actividad de agua tiene influencia sobre la resistencia de
los microorganismos a los agentes fisicos, como el calor. En general
cuando disminuye la actividad de agua, la resistencia de los microorga-

nismos aumenta (14)

1. 6. MICROBIOLOGIA DE LOS PREPARADOS FARMACEUTICOS DE
VIA ORAL.

En general los controles microbioldgicos realizados por di-
ferentes investigadores demuestran,que los medicamentos de via oral
tienen una calidad microbioldgica aceptable(141) ; pues frecuentemente
la contaminacién encontrada no es superior a 100 microorganismos por
gramo o mililitro de producto, si bien en ocasiones estos controles han
revelado una abundante contaminacion por microorganismos saprofitos

e incluso por patdgenos.

.- Comprimidos,

En la bibliografia encontramos que los primeros trabajos de
control microbiologico, fueron realizados en 1951 por Mauron (137),
Lambin y colaboradores (126),que realizaron un estudio sobre compri-
midos de distinta naturaleza y demostraron que los contaminantes mdas
frecuentes eran debidos a especies del género Bacillus.

Posteriormente, aumento la preocupacion por la contamina-
cién de los preparados de via oral, debido a los accidentes terapéuticos
producidos. Ernefeldt en 1963 (71) encontrd E. coli en comprimidos e in-
cluso llegd a demostrar que esta contaminacién era debida al almiddn
de patata E;ue se habia empleado en su elaboracidn.

Ludva en 1964 (132) encontrd una abundante contaminacidn en
estos preparados, destacando la importancia de la presencia de los hon-
gos que contenian.

En 1966 Kalling y colaboradores (115) pusieron de manifiesto
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que aproximadamente el 50% de las muestras analizadas de comprimidos
presentaban coliformes. Otros microorganismos identificados fueron

Alcah’genes, B. subtilis, S.epidermidis y levaduras. SSlo en dos casos

se encontraron enterococos y S.aureus, respectivamente. También es-
tos mismos investigadores encontraron en comprimidos de tiroides

S. muenchen y S. bareilly ademas de presentar una fuerte contaminacidn,

fundamentalmente debida a coliformes (mds de 10° microorganismos/gra-
mo).

En 1968 Fischer y colaboradores (85) encontraron en compri-
midos una abundante contaminacién por bacilos Gram-positivos, presen-
cia de coliformes y en una de las muestras se aislo E. coli. Se puso de
manifiesto la presencia de un nimero significativo de Clostridium en
comprimidos que contenian un laxante vegetal.

Sykes en 1971(183)realizé un control microbiologico de dis-
tintos tipos te comprimidos y puso de manifiesto que la contaminacidn
encontrada en la mayoria de las muestras era de menos de diez bacte-
rias por comprimido y los niicroorganismos que se presentaban con ma-
yor frecuencia eran bacilos Gram-positivos esporulados, aunque tam-

bién se encontré E. coli y Salmonella.

Gallien (89) en un estudio realizado sobre distintas mate-
rias y productos acabados, de administracion oral, encontrd que una de
las muestras de comprimidos tenia 2500 hongos por gramo.

Desvignes y colaboradores(60) encontraron que aproximada-
mente el 50% de los comprimidos analizados presentaban contaminacién
en mayor o menor grado y en dos muestras distintas se encontré esta-
filococos patdgenos y Clostridium sulfito reductores.

Ylla-Catald (200ldemostrd experimentalmente la aparicidn de
hongos en la superficie de comprimidos envasados en tiras de aluminio,

cuando aumenta el grado de humedad de esta forma farmacéutica.
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.- Grageas.

Ernefeldt (71) encontrd E.coli en estos preparados y pudo
determinar que esta contaminacidn, era debida al almidén de patata
utilizado en su elaboracidn.

Gallien (89) en un estudio microbiolégico realizado en gra-
geas, encontro recuentos de bacterias muy bajos, del orden de 65 bac-
terias por gramo y no se encontrd presencia de hongos.

Sin embargo Desvignes y colaboradores en 1973 (60) encon-
traron que eran precisamente las grageas las formas farmacéuticas
m3is contaminadas de todos los preparados analizados, y ademas en dos

muestras habfa presencia de Clostridium sulfito reductores.

. - Pildoras.

Devleeschouwer y Dony (64) en un estudio realizado en
1979, sobre férmulas magistrales secas, encontraron que mas del
50% de 1asydpx’1doras presentaban contaminacion elevada, y ademss el
93% eran bacterias aerobias, consideradas como especies tellricas
del género Bacillus. También habfa en algunas muestras presencia de
estafilococos, enterobacterias, estreptococos y bacilos Gram-negati-
vos oxidativos de los azucares.

Respecto a la contaminacidén por hongos, encontraron re-

cuentos de 104 hongos por gramo en algunas muestras.

. - Granulados.

Gallien en 1972 (89) observé que de todos los preparados
de via oral, la forma farmacéutica que mayor contaminacién presenta-
ba eran los granulados, en los cuales se encontraron recuentos de has-
ta 1500 bacterias por gramo, sin embargo no habia presencia de mohos
v levaduras.

En 1973 Desvignes y colaboradores (60) encontraron conta-
minacion en todos los preparados analizados, en mayor o menor grado,

y en dos casos se puso de manifiesto la presencia de estreptococos
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fecales.

.- Polvos.

En 1977 Mosso y colaboradores (144) en un trabajo sobre pre-
parados alcalinos, polvos, encontraron que la calidad microbiolégica,
era aceptable, aunque en una de las muestras el nimero de hongos era
de 720 por gramo. Los contaminantes mas frecuentemente encontrados

en todas las muestras fueron especies del género Bacillus.

.- Cdpsulas de gelatina,

Gallien (89) encontrd que estos preparados farmacéuticos te-
nian una contaminacién muy pequefia, 45 bacterias por gramo y no te-
nian presencia de hongos.

También Desvignes y colaboradores en 1973 (60) encontraron
que la mayoria de las preparaciones analizadas presentaban escasa con-
taminacidn ;r solo un 20% tenfa mds de 1.000Q bacterias por gramo, no en-
contrandose presencia de microorganismos patdgenos.

Devleeschouwer y Dony en 1979 (64) encontraron que la conta-
minacién mds abundante en este tipo de preparados era debido a Bacillus
vy en menor proporcidn a estafilococos potencialmente patégenos. Res-
pecto a la contaminacién por hongos se encontraron recuentos menores

de 100 hongos por gramo.

. - Preparados liquidos.

En 1966 Kallings y colaboradores (115) en un estudio microbio-
1ogico de decociones e infusiones determinaron una elevada contamina-
cidn por bacterias y levaduras siendo las especies mas frecuentes: B. sub-

tilis, S. epidermidis, S.aureus, S.faecalis, E.aerogenes, E.coli, Ps.aeru-

ginosa y Candida guillermondii.

En 1967 el Servicio Nacional de Salud de Dinamarca(l48) en un estu-
dio microbioldgico realizado en preparados liquidos elabarados en oficina de

farmacia y en la industria, encontraron que la contaminacion por hongos en los
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preparados industriales era menos elevada que en los elaborados en
la oficina de farmacia. Esto se puede deber en gran parte a la utili-
zacién de técnicas de percolacion o infusion.

Brennan y colaboradores (30) encontraron que tres muestras,
elaboradas en farmacia hospitalaria, tenfan presencia de microorganis-
mos patégenos y ademas estos microorganismos estaban presentes en
el ambiente hospitalario.

En 1969, Hirch (107) en un andlisis microbiologico de jara-
bes, elixires y suspensiones, determino que presentaban contamina-
cién un 80% y aproximadamente 35% de las contaminaciones eran de-
bidas a microorganismos considerados como patdgenos: enterococos,
estafilococos, Pseudomonas; siendo el contaminante mas frecuente
el género Bacillus y entre los hongos , los géneros Aspergillus y Pe-
nicillium,

Eh 1971, Robinson (167) en preparados liquidos alcalinos

encontro Pseudomonas aeruginosa y también coliformes. Beveridge

{25) en preparados que habian elaborado segun formula de la Farma-
copea Britanica, encontrd que la mixtura de ipecacuana, mixtura de
citrato potasico y otras mixturas, tenian presencia de coliformes y
también presentaban alto contenido de hongos y levaduras. Los hon-
gos eran, sobre todo, especies de Penicillium y algin Cladosporium.
En un preparados de ipecacuana se encontrd E. coli.

En el estudio microbiolégico realizado por un grupo de in-
vesti gadores en 1971 (166) sobre preparados liquidos, de utilizacidn
hospitalaria, encontraron que los preparados con agua de menta, mix-
tura de trisilicato de magnesio y locidn de sulfato de zinc; tenfan pre-
sencia de estafilococos coagulasa negativo en gran proporcién y en me-

nor nimero se encontro Pseudomonas aeruginosa, Salmonella y Shigella.

Ademas en un preparado se encontro E. coli y en otras dos S, aureus,
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En preparados alcalinos se encontro Pseudomonas aeruginosa. Se ob-

servs que el recuento total de microorganismos en el 12% de estos pre-
parados contenia mas de 10. 000 bacterias por mililitro,

Azria en 1971 (8), en un estudio sobre jarabes comercializa-
dos en Francia, encontrd que 18 jarabes tenian presencia de Pseudomo-
nas aeruginosa y solo uno contenia estafilococos patégenos.

En 1972 Lambin y colaboradores (127) encontraron que apro-
ximadamente 95% de los jarabes analizados presentaban contaminacidn
en mayor o menor grado y una tercera parte tenfan presencia de
hongos.

Desvignes y colaboradores (60) en un analisis microbioldgi-
co de gotas y ampollas bebibles, pusieron de manifiesto que eran los
preparados que menor contaminacidén presentaban, de todos los medi-

camentos de via oral analizados.

1.7. METODOLOGIA.

Enla bibliograffa consultada se ha puesto de manifiesto, co-

mo indica Bithlmann (41), que los controles microbiolégicos no se deben
realizar solo en casos especiales; sino que es conveniente y necesario
realizarlos de forma regular y establecer la frecuencia mas convenien-
te en cada caso. La USPXX (190) indica que la frecuencia de los con-
troles microbioldgicos debe de estar de acuerdo con el tipo de produc-
to, con ésto se podra garantizar una mejor calidad microbioldgica de
éstos. Diversos autores (8) (60) (126) (127) (140) (141) y organismos in-
ternacionales (82) (83) (84) se han preocupado de establecer y comentar
cuales son los métodos mas adecuados segun sus criterios.

Los métodos utilizados en el control microbioldgico de produc-
tos farmacéuticos no estériles, han de ser métodos sencillos y conccidos,
que permitan obtener resultados fiables y reproducibles. Es necesario

tener en cuenta una serie de parametros que influyen directamente en la
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realizacién prdctica de los métodos de control, como son:
- Forma de realizar el muestreo.
- Periodo de preincubacion de las muestras.
- Preparacion de la muestra.
- Medios de cultivo utilizados.
- Temperatura y tiempo de incubacidn.

- Interpretacion de los resultados.

. - Forma de realizar el muestreo.

En el caso de los controles fisicos y quimicos, la obtencidn
de resultados fiables, no presenta problemas desde el punto de vista de
la homogeneidad del lote. Sin embargo no sucede 1o mismo cuando se
trata de realizar un muestreo para un control microbiolégico, pues el
concepto de homogeneidad del lote, desde el punto de vista de la conta-
minacidén microbiolégica es muy variable (175).

La toma de muestra se ha de realizar de forma aséptica y
por personal especializado. En cuanto a la cantidad y nimero de mues-
tras necesarias para el control niicrobioldgico existen diferentes crite-
rios segﬁn las farmacopeas (190), organismos como F 1.P. (84) y diver-
sos autores (41){44)(69).

Asi la Farmacopea Europea (72) propone que se fije una can-
tidad para cada producto. Lo normal es analizar 10 gramos o mililitros,
tomando 1 gramo o mililitro de 10 unidades individuales de un misn.o lo-
te, {190) sin tener en cuenta el tamafio de la muestra.

Para realizar el control microbiolégico, segun la USP(190),
se necesitan 30 gramos o mililitros y segun la F.1.P. (84) 20 gramos o
mililitros. La utilizacién de estas cantidades puede representar un pro-
blema econdémico, cuando se trata del control de productos de elevado

coste .

. - Periodo de preincubacion de la muestra.

Hay autores como Dony y Gerard (66) que resaltan su
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importancia, sobre todo para la investigacién de microorganismos anae-
robios productores de toxinas y de gas. La preincubacidn, aconsejan que
se realice a 30-322C durante 15 dias, pero también hay que indicar que
Azria(8) no encontrd valores muy significativos en los recuentos, cuan-
do realizd la preincubacidn de los jarabes a 372C y a la temperatura am-
biente.
También el periodo de preincubacion va encaminado a:

- Poner de manifiesto los microorganisnios resistentes a los conser-
vadores.

- Comprobar la eficacia del conservador.

- Asegurar la estabilidad del preparado.

- Acelerar el desarrollo de los microorganismos presentes (66).

.- Preparacion de la muestra.

Para conseguir una adecuada preparacién de la muestra hay
que tener en cuenta algunas caracteristicas del producto, como son: su
solubilidad, la naturaleza de sus componentes, la presencia de sustan-
cias antimicrobianas y el grado de contaminacién.

La muestra tomada en condiciones estériles se suspendera o
disolvera en un diluyente adecuado, que normalmente es una solucion
tampén, a la cual se puede adicionar una pequefia proporcion de Tween 80.

La caracteristica mas importante que debe reunir el diluyen-
te es: favorecer la dispersién de los microorganismos presentes. Para
esto es aconsejable afadir sustancias tensioactivas, como Tween 80 al
0, 1%, que no interfieren en los resultados finales y ademas ejercen una
accidn protectora sobre las formas vegetativas (38).

Otro factor importante en la preparacion de la muestra es el
pH final, que debe ser proximo a la neutralidad, en caso de no serlo, se

ajustara (84).

.- Medios de cultivo.

En general los medios de cultivo utilizados para recuento de
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microorganismos, tienen unas caracteristicas y composicién muy pare-
cidas y responden a las exigencias nutricionales de muchos microorga-
nismos. Asi uno de los medios de cultivo mas utilizados, es el medio
triptona-soja, que ha sido recomendado, también para la realizacién del
test de esterilidad en la USP, por reunir caracteristicas nutricionales
adecuadas.

Cuando se trata de investigar microorganismos patogenos se
emplean medios de enriquecimiento adecuados a cada grupo o también
medios selectivos, para aumentar la sensibilidad en la deteccién de estas
especies. L.os medios de enriquecimiento sirven para detectar un nimero

muy bajo de microorganismos, tanto en preparados solidos como liquidos.

.- Temperatura y tiempo de incubacion.

Para la eleccidén de una adecuada temperatura de incubacidn,
se tendra en cuenta cual es la zona optima para el desarrollo del mayor
nimero de microorganismos de cada tipo que puedan estar presentes.
Asi han considerado (84)(190) que la temperatura de incubacidn para las
bacterias meséfilas es de 30 a 359C y 372C para las patogenas, durante

2 a 5 dias y a 2592C para los mohos y levaduras durante 5 dias.

.-Interpretacion de los resultados.

Siempre sera realizada por personal especializado, y se ba-
sara fundamentalmente en el tipo de microorganismos aislados e identi-
ficados y también se tendra en cuenta el recuento total, cuando presen-

te cifras muy elevadas.

1.8. NORMATIVA Y RECOMENDACIONES.

Las Farmacopeas de la mayoria de los paises contienen
una reglamentacién para los preparados que tradicionalmente se
han considerado estériles, pero en lo referente al resto de los pre-
parados solo existen normas definidas para algunos productos y me-

dicamentos. En cambio varias Farmacopeas , algunos organismos
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internacionales y diversos autores, han hecho una clasificacidn de los
medicamentos en 3 6 4 categorias, desde el punto de vista microbiolé-
gico. Estas normativas o recomendaciones, son muy semejantes en cuan-
to a las exigencias microbioldgicas, aunque existen pequefias diferen-
cias en cuanto a la cifra limite de microorganismos.

Las primeras exigencias microbiolégicas, para los prepara-
dos orales, estaban encaminadas a exigir la ausencia de microorganis-
mos patdgenos y a limitar el nimero de microorganismos saprofitos,
sin dar demasiada importancia a la presencia de mohos y levaduras, que
son en muchas ocasiones las que causan la alteracion de los preparados
1{quidos (107).

La primera Farmacopea que da normas, para los preparados
no estériles, es la segunda edicion de la Farmacopea Checoslovaca. Re-
quiere que los comprimidos y otros medicamentos estén libres de microor-
ganismos patdgenos y su contenido en saprofitos, no sea mayor de 50.000

:
bacterias por gramo o mililitro, citado por Ludva (132).

La tercéra edicion, citada por Azria (8), hace dos grupos:

- Primera categoria: Los preparados farmacéuticos que no deben
contener mas de 1. 000 microorganismos no patéogenos por gramo O mi-
lilitro y mas de 100 mohos y levaduras.

- Segunda categoria: El resto de los preparados que no deben conte-
ner mas de 10.000 microorganismos no patogenos por gramo o mililitro
y mas de 100 mohos y levaduras.

La Farmacopea Internacional (75) contiene especificaciones
para la inspeccidon de la calidad de los preparados farmacéuticos y re-
comienda que las cifras limites de contaminacion de los medicamentos
no estériles, sean por lo menos las mismas que las exigidas para los
alimentos, segun la legislacion de cada pais.

La Farmacopea Britdnica (32) senala que se han de cumplir
las normas de buena fabricacion para: jaraves, elixires, lociones, so-

luciones no estériles y cremas; resaltando el peligro de coutan.inacién
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que presentan estas preparaciones durante su elaboracién, envasado y
almacenamiento, sino se toman las medidas higiénicas adecuadas. Des-
cribe métodos, con caracter de recomendacién, para el examen de E. coli

Salmonella y Pseudomonas. En algunos productos exige:

- Ausencia de Pseudomonas en ! mililitro de gel de hidroxido de alu-
minio y de gel de fosfato de aluminio.
- Ausencia de E. coli en 1 gramo y de Salmonella en 10 gramos de
gelatina, pancreatina y cochinilla.
La ultima edicién de la Farmacopea Britanica de 1980 (33),
describe métodos, con caracteres de recomendacidn, para la investiga-

cidn de E, coli, Salmonella y Pseudomonas. En cuanto a las materias

primas exige:

- Ausencia de Salmonella en 10 gramos de cochinilla.

- Ausencia de Pseudomonas en 1 gramo de hidroxido de aluminio se-
co, de fosfato aluminio seco, en 1 mililitro de gel de hidrodxido de alu-
minio y de gel de fosfato de aluminio.

- Ausencia de E.coli en 1 gramo de goma de tragacanto,

- Ausencia de E.coli en 1 gramo y de Salmonella en 10 gramos de
gelatina.

En cuanto a los preparados farmacéuticos, sélo indica que los
preparados de digital deben tener ausencia de E. coli en 1 gramo y ausen-
cia de Salmonella en 10 gramos.

La Farmacopea de los Estados Unidos (USP). en sus distintas
ediciones va introduciendo nuevas exigencias.'La USP XVIII (188), reco-
mienda la aplicacién de normas de buena fabricacidn, desde el punto de
vista microbiolégico y establece las siguientes normas para algunas ma-
terias primas:

- Ausencia de Salmonella en goma arabiga y agar.

- Ausencia de Salmonella y E. coli en carbdn activo y almidon.

- La gelatina ha de tener menos de 5. 000 bacterias por gramo.

- El polvo de levadura ha de tener menos de 7. 500 bacterias por
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gramo y menos de 50 mohos.

En cuanto a los preparados farmacéuticos, soélo indica que
las suspensiones orales de aluminio y magnesio han de tener menos de
100 microorganismos aerobios por mililitro y ausencia de E. coﬁ.

La USP XIX (189) aumenté sus exigencias, sobre la calidad
microbioldgica, indicando que materias primas como:

- La gelatina ha de contener menos de 1. 000 bacterias por gramo y

ausencia de E coli y Salmonella.

- Ausencia de Salmonella en polvo de tiroides, acacia y agar.

- Ausencia de E. coli y Salmonella para almidon,

En cuanto a preparados farmacéuticos senala que los compri-
midos de tiroides han de tener ausencia de Salmonella,

El Formulario Nacional de E.U. de 1975 (146)  sugiere que
algunos productos y preparados vegetales y animales estén libres de Sal-

monella como son: pancreatina, pancreolipasa, Rauwolfia serpentina, y

tripsina cr'i.stalizada; comprimidos de dacido dehidrocdlico, tiroglobulina
y tripsina cristalizada y comprimidos y cdpsulas de digital, pancreatina
y pancreolipasa. Para las soluciones y suspensiones orales, ausencia

de E.coli; para las preparaciones de uso topico, ausencia de Pseudomo-

nas aeruginosa y S. aureus y en los preparados de aplicacidn rectal,

uretral o vaginal, se realizara un recuento total de microorganismos.
La USP XX (190) sugiere que algunos productos, deben ser
sometidos rutinariamente a un control microbiolégico, como son: plan-
tas naturales, productos de origen animal y algunos de origen mineral;
en los que se investigara la presencia de Salmonella.
Esta eciicién de la Farmacopea de los Estados Unidos, da
algunas normas para preparados farmaceéuticos no estériles. Asi en los

preparados de uso topico deben investigarse Ps.aeruginosa y 3. aureus,

y para los preparados de aplicacion rectal, uretral y vaginal se debe
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realizar un recuento total de microorganismos.

En cuanto a materias primas exige:
- Ausencia de E. coli y un recuento inferior a 1. 000 bacterias aero-
bias por gramo en silicato de aluminio y magnesio.

- Ausencia de Salmonella en polvo de Rauwolfia serpentina y pancrea-

tina.

- Ausencia de Salmonella y E. coli en: tiroglobulina y tiroides.

En los preparados farmacéuticos exige:
- Ausencia de Salmonella en comprimidos de acido dehidrocdlico,

comprimidos y capsulas de digital, y comprimidos de Rauwolfia serpen-

tina.

- Ausencia de Salmonella y E. coli en comprimidos de tirogiobulina.

Siendo mas exigente para la suspensién oral de hidrdxido de
aluminio y magnesio, que ha de tener menos de 100 microorganismos
por mililitro y ausencia de E. coli. La suspension oral de aluminio y mag-
nesio, ha de tener ausencia total de microorganismos aerobios en 100
mililitros y en especial de E. coli. En general en las suspensiones y so-
luciones se debe investigar la presencia de E. coli.

El Formulario Nacional de EEUU de 1980 (147} indica la im-
portancia de partir de unas materias primas de calidad microbioldgica
conocida y aplicar una estricta higiene en el proceso de fabricacién, pa-
ra asi disminuir el nimero de microorganismos. Ademas seflala que
productos como: la Acacia y agar, han de tener ausencia de Salmonella;
el cacao ausencia de E. coli en 10 gramos y el recuento total de microor-
ganismos ha de ser menor de 5. 000 por gramo. Azicar, azucar en confi-
tura, tragacanto, almidon, acido algl'nico, han de tener ausencia de Sal-

monella y E. coli; caramelo ha de tener ausencia de Salmonella, E. coli,

S.aureus, Ps.aeruginosa.

La Farmacopea italiana en su octava edicidn (78) sdlo da
normas de buena fabricacién para el control de la calidad de los medica-

mentos.
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Las Farmacopeas que no dan ninguna normativa para los me-
dicamentos no estériles, son: la novena edicién de la Farmacopea espa-
fiola (76), la novena edicion de la Farmacopea francesa (160), la cuar-
ta edicidn de la Farmacopea portuguesa de 1961 (77), la sexta edicion
de la Farmacopea helvética (161).

Las exigencias propuestas para la Farmacopea Europea (72)

v la D.A.B. (62) estan resumidas en el cuadro I-1.



Cuadro I-1. Exigencias microbioldgicas de los medicam.entos.
Farmacopea Europea {propuesta)1975 (72) D.A. B. (propuesta) 1971 (62)
Categoria | ° Producto Exigencias Producto Exigencias
1 Inyectables y prepara- Inyectables y prepara-

dos oftdlmicos Estéril. dos oftdlmicos. Estéril.
Preparados de uso lo- | -Limite de microor | | Preparados de uso lo- |-Limite de Hmmnwcow-
cal, piel lesionada, na- mwimudomaom bacte || cal, piel lesionada, na- |ganismos:10” bacte-
sal, vaginal, oido y pre-| rias revitalizables sal, vaginal y oido. rias revitalizables
parados orales acuosos| por g. oml.,y por g. o ml.

2 mohos y levaduras. -Ausencia de pat6-
-Ausencia de patd- genos: E, coli, S. au-

' genos: E. coli, Sal- reus, Ps. aeruginosa
A monella, Ps. aeru- Salmonella.
) ginosa, S. aureus.
Preparados orales no | -Limite de microor || Preparaciones ora- -Limite de microor-
acuosos mwamw:om;op bacte || les mm:wmgomﬂiﬂh bacte-
rias revitalizables rias.

3 por g¢. oml., y pa- -Ausencia de patdge
ra mohos y levadu- nos:E, coli, 8. aureus
ras:10° g. o ml, Ps.aeruginosa, Sal-
-Ausencia de pat6- { monella.
genos:E, coli, Sal-
monella, Ps. aeru-
ginosa, S. aureus.
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Después de muchos afios de estudio, numerosos autores han
propuesto distintas normas.

Millet y colaboradores en 1965 (141) sefialan los limites de
contaminacién, para los medicamentos no estériles:

- El nimero de aerobios y anaerobios saprofitos revitalizables de-
be ser menor de 10. 000 por gramo del producto.

- El nimero de microorganismos no patégenos de procedencia fecal
debe ser inferior a 10 por gramo de producto.

- No debe haber presencia de patdgenos.

Las normas recomendadas en Suecia en 1968 (145) y que tie-
nen caracter oficial, sefialan que los preparados de via oral no deben
tener mas de 100 microorganismos por gramo o mililitro. No es necesa-
rio investigar la presencia de microorganismos patégenos si se utilizan
materias primas de calidad microbiolégica conocida y se elaboran es-
tos preparados segin normas de buena fabricacién. Si se sobrepasa es-
ta cifra, se investigan los microorganismos patégenos y los que se con-
sideran indices de un proceso de fabricacién poco higiénica como: Sal-

monella, coliformes, Ps. aeruginosa, S,aureus, B.cereus, CIl.botuli-

num y Cl.perfringens.

En 1968 Dony y Gerard (66) sefalan que los preparados de
administracion oral han de tener menos de 10. 000 bacterias saprofi-
tas aerobias y anaerobias por gramo, ausencia de patogenos y cumplir
los requisitos para las conservas de alimentos propuestos por Buttiaux
y Mossel (45) (143). Estos requisitos son:

- Ausencia en 1 gramo de producto de microorganismos patogenos y

en especial Salmonella y Shigella.

- Ausencia de bacterias toxigénicas (Cl. botulinum y Cl. perfringens)

en 5 gramos de producto y de S.aureus en 0,1 gramo de producto.
- Ausencia en 1 gramo de producto de microorganismos indicado-

res de contaminacién fecal (E, coli, Cl.perfringens y S. faecalis).

Pensgo (158) se muestra mas exigente en cuanto a los crite-

rios sobre el limite de contaminacion, proponiendo 50 bacterias
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por gramo o mililitro , para jarabes y elixires; 100 para las prepara-
ciones secas y 10. 000 para las capsulas de gelatina, como maximo.
En 1969, Hess y colaboradores (105indican que los medica-
mentos de via oral deben tener una calidad microbioldgica semejante a
la exigida para los alimentos, segin la legislacién de los distintos pai-
ses.
Azria (8) en 1971 propone que la calidad microbioldgica delos
jarabes por mililitro de preparado ha de ser:
- Ausencia de microorganismos revitalizables potencialmente pato-
genos.
- Limite de microorganismos revitalizables sera, menos de 100.
- Ausencia de microorganismos indicadores de contaminacion fecal

(E.coli, S.faecalis, Cl.perfringens) y de Staphylococcus patogenos.

Evans (73) sugiere que los medicamentos no estériles, de-
berian estar libres de endotoxinas, al igual que para los preparados de
via parenteral se les exige, estén libres de pirogenos

Bruch en 1972 (35)(36) en unos comentarios sobre la norma-
tiva USP XVIII, sugiere que ademas de que los medicamentos estén exen-
tos de microorganismos patogenos, también deberfan estar libres de mi-
croorganismos, que denomina ""indeseables''. Este término no sdlo en-
globa a los microorganismos patdgenos y a los potencialmente patdge-
nos para el usuario, sino también los que pueden causar alguna altera-
cién en el medicamento, en particular los que producen una destruccién
del principio activo y por esta razdn pueden interferir de alguna forma
en la funcién terapéutica del producto.

Bruch ha sugerido distintas listas de microorganismos ''inde-
seables' para diferentes grupos de medicamentos, en funcidén de su via
de administracién. As{ para medicamentos de administracion oral, con-

sidera:

A. - Siempre "indeseables'.

Salmonella y E. coli.
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B. - Frecuentemente "indeseables'.

Enterobacter, Pseudomonas sp., S.aureus enterotoxigéni-

cos, Clostridium proteoliticos, hongos productores de micotoxinas y
C.albicans,
Gay (94) y Rafols (164)indican que los preparados orales
han de tener como cifras l{mite de contaminacion: .
- Microorganismos revitalizables:
. menos de 10. 000 bacterias por gramo o mililitro,
. menos de 100 mohos y levaduras por gramo o mililitro.
- Ausencia en 1 gramo de entercbacterias y otras bacterias toxigé-
nicas,
Bihlmann, y' colaboradores en 1972 (41) sefialan que
los criterios sobre el limite de la contaminacion para este tipo de pre-
parados ha de ser:
- Microorganismos revitalizables:
. menos de 1. 000 bacterias por gramo o mililitro.
. menos de 100 mohos y levaduras por gramo o mililitro.

. ausencia en 0,1 gramo o mililitro de Ps.aeruginosa, S.aureus,

bajo nimero de enterobacterias en 1 gramo y ausencia de Sal-

monella, Shigella y E. coli.

Ademads de estos investigadores, también organismos como
la Federacidn Internacional Farmaceéutica (F.I.P.) en 1972 (82) y 1975
(84) se han preocupado de elaborar una normativa para los preparados

de administracién oral, que se resume en el cuadro 1.2
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Cuadro 1-2. Exigencias microbioldgicas de los medicamentos. F.1.P. 1972 (82), 1975 (84).
Categoria Productos Exigencias
la Inyectables Esterilidad. Condiciones fijadas en las Farmacopeas

1b

Preparados oftalmicos, pre-
parados de aplicacidn en las
cavidades del cuerpo normal
mente libres de microorganis
mos, piel quemada y ulcerada

Ausencia de microorganismos revitalizables en 1 g. o ml.

Preparaciones de aplicacion 19
cal:sobre piel lesionada, nariz,
garganta, oido, etc, (preparacio
nes de alto riesgo).

-Limite de microorganismos: Hou microorganismos revita-

lizables por g. o ml.

-Ausencia de:Enterobacterias,

Ps.aeruginosa y S.aureus.

Otras preparaciones

1972

-Limite de microor ganismos
revitalizables:10 "~ bacterias
por g. o ml.

-Ausencia en 1 g. o ml. de:
Enterobacterias, Ps. aerugi-
nosa, S. aureus,

“Limite de mohos y levadu-
ras revitalizables:102 por
g. oml.

1975

-Limite de nicroorgapismos
revitalizables:103a 10 bacte
rias por g. o ml, Lom:._Q:Om%
levaduras por g. o ml.
-Limite para microorganismos
especificos:ausencia de E. co-
li por g. oml.

-En algunos casos:ausencia de
Salmonella en 1 g. oml, ;otras
enterobacterias, como maximo

womvoﬂ g. 0o ml. ;ausencia de

Ps.aeruginosa en 1g. oml.;au

sencia de S.aureus en 1g.oml
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1.9. OBJETO DELL TRABAJO

La investigacion de la contaminacidén microbiolégica de los
preparados farmacéuticos no obligatoriamente estériles, es un tema de
primordial interés para la industria farmacéutica de todo el mundo, por
razones de tipo sanitario y econdmico ya expuestas antericrmente como:
yatrogenia desencadenada en las personas por los miedicamentos conta-
minados y alteraciones fisico-quimicas producidas por la presencia de
los microorganismos y que conducen al deterioro del preparado.

En algunos paises europeos, principalmente Francia y Alema-
nia, y en Estados Unidos, hace afios ya se vienen realizando estudios
microbiologicos de distintos tipos de medicamentos no estériles, como
se refleja en la bibliografia. Sin embargo en Espafia no existen hasta el
momento estudios de esta clase, y por tanto no se conocen cifras com-
parativas del nivel de calidad microbiolégica de las diversas especiali-
dades que de este tipo de preparados existen en nuestro pais.

Dentro de este grupo de medicamentos, nuestro trabajo se
ha centrado en el estudio de los preparados de administracidn oral por
dos razones:

1.- La mayor parte de los medicamentos se administran por es-
ta via, la mas natural, y por tanto hay un gran nimero de personas que

los emplean.

2.- Hay una gran variedad de formas farmacéuticas en estos pre-
parados. Su elaboracién requiere distintos procesos tecnoldgicos que

pueden influir en su calidad microbioldgica.

Nosotros hemos creido de gran interés la realizacién de es-
te trabajo para aportar un mayor conocimiento de la calidad microbio-
logica de los preparados comercializados en nuestro pais, tal como son
administrados al paciente y hacer un estudio comparativo de todos ellos,
segin las formas farmaceéuticas. Con el fin de proponer unas normas

microbiolépicas propias, ya que existen escasos datos bibliograficos
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y no hay nada legislado al respecto.
Para el desarrollo del presente trabajo hemos planteado los
siguientes puntos:
1. - Nivel de calidad microbioldgica.
2. - Microorganismos contaminantes mas frecuentes.
El estudio microbioldgico ha consistido en:
- Determinar el nimero de bacterias aerobias viables meséfilas
y anaerobias, esporuladas y no esporuladas, mohos y levaduras.
Los recuentos se han realizado por los métodos de: placa, NMP

v filtracién.

- Investigacidn de la presencia de microorganismos patdgenos e

indicadores de contaminacion fecal: Salmonella, Shigella, ’

Ps. aeruginosa, S, aureus, coliformes, E.coli y S. faecalis,

- Aislamiento e identificacion de los microorganismos encontra-

dos’.



II1l MATERIALES Y METODOS
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2.1. MATERIALES,
2.1.1. MATERIAL EXPERIMENTAL.

Especialidades farmacéuticas de administracién oral:
- Comprimidos.
- Grageas.
- Cdpsulas.
- Polvos.
~-Granulados.
- Jarabes.
- Soluciones.

- Extracto fluido.

2.1.2. ‘APARATOS.

Camara de flujo laminar vertical, marca ""Telstar".

Microscopio compuesto binocular, marca "Leitz".

4

Triturador y homogenizador, marca ''Stomaker".

- Estufas de cultivo: 252C, 309C, 379C; marca ""Alvarez'.

1

- Autoclave, marca ''Selecta''.
- Bafios termostaticos de agua a 502C, 80°2C, 1002C, mar-
ca ""Heron'.

Medidor de pH, marca '""Bechman'',

- Balanza automatica, marca "Bosh'".

- Lupa binocular, marca "Wild".

-Jarra de anaerobios, marca “Torbal".

- Agitador mecanico, marca "'Super-Mixer".
- Equipo de filtracion, marca "Millipore"

- Bomba de vacio, marca "Afora".

- Aparato medidor aw, marca "Lufft".
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2.2. MEDIOS DE CULTIVO

2.2.1. MEDIOS PARA RECUENTO

-. Bacterias aerobias

Caldo triptona-soija

Composicion:

Triptona (digerido pancreatico de

caseina) 17 g.
Glucosa 3 g
Cloruro sodico 5 g.
Fosfato disodico 2,5 g.
Agua destilada 1000 ml.

El pH final es 7, 3 a 259C; se esterilizo en autoclave a 1212C

durante 15 minutos. Envasar en tubos con 9 ml.

4

Agar triptona-soja

Composicion:

Triptona (digerido pancreatico de

caseina) 15 g.
Peptona de soja 5g.
Cloruro sédico 5 g.
Agar 15 g.
Agua destilada 1000 ml.

El pH final es 7, 3 a 252C; se esterilizo en autoclave a 1212C

durante 15 minutos.

-. Bacterias anaerobias

Agar infusidon cerebro corazén

Composicion:
Infusién de 200 g. de cerebro de ternera.

Infusion de 250 g. de corazon de buey.

[
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Proteosa-peptona 10 g.
Glucosa 2 g
Cloruro sédico 5 g.
Fosfato disédico 2,5 g.
Extracto de levadura 5 g.
Clorhidrato de cisteina 0,3 g.
Agar 15 g.
Agua destilada 1000 ml.

El pH final es 7, 4; se esterilizé en autoclave a 1212C du-

rante 15 minutos.

-. Mohos y Levaduras

Agar OGA
Composicion:
’ Extracto de levadura 5 g.
Glucosa 20 g.
Agar 20 g.
A gua destilada . 1000 ml.

El pH final es 6, 6; se esterilizo en autoclave a 1209C du-
rante 20 minutos. Enfriar a 45-502C y afiadir 0,1 g. de

oxitetraciclina a 1000 ml. de medio. Tender placas.

2.2.2. MEDIOS DE AISLAMIENTO

-. Bacterias aerobias

Agar triptona-soja

Descrito en (2.2.1.)

-. Bacterias anaerobias

Apgar infusion cerebro corazon.
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Descritoen (2.2.1.)

VL para cultivo en profundidad.

Composicidn:
Triptona _ 10 g.
Cloruro sodico 5 g.
Extracto de carne 2 g.
Extracto de levadura : 5 g.
Clorhidrato de cisteina 0,3 g.
Agar 6 g.
Agua destilada 1000 ml.

El pH final es 7,4-7, 5; se esterilizo en autoclave a 1152C
durante 20 minutos. Se envasé en tubos 180x9 mm a razon

de 5a 7 ml.

. Mohos y Levaduras

Agar Sabouraud.

Composicion:
Neopeptona 10 g.
Glucosa 40 g.
Agar 15 g.
Agua destilada 1000 ml.

El pH final es 5, 6; se esterilizd en autoclave a 1212C du-

rante 15 minutos.

Agar Czapek-Dox

Composicion:
Sacarosa 30 g.
Nitrato sddico 1 g
Fosfato disodico 1 g

Cloruro potdsico 0,5 g.

8 Ty s AP o -
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Sulfato ferroso 0,01 g.
Agar 15 g.
Agua destilada 1000 ml.

El pH final esg 7, 3; se esterilizé en autoclave a 1212C du-

rante 15 minutos.

. MEDIOS PARA LA INVESTIGACION DE MICROORGANISMOS

PATOGENOS

. Escherichia coli.

Caldo lactosa.

Composicidn:
Extracto de carne 3 g.
Peptona 5 g.
Lactosa-D 5 g.
Agua destilada 1000 ml.

El pH final es de 7, 2; se esterilizé en autoclave a 1152C

durante 15 minutos.

Agar Mac Conkey.

Composicion:
Peptona 20 g.
L.actosa 10 g.
Sales biliares 5g.
Cloruro sédico 5 g.
Rojo neutro 5 g.
Agar 12 g.
A gua destilada 1000 ml.

El pH final es 7,4; se esterilizo en autoclave a 1212C du-

rante 15 minutos. Preparar placas.
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~-. Salmonella y Shigella,

Caldo lactosa
Descrito en (2. 2.3.)

Caldo Selenito

Composicidn:
Triptona 5 g.
Lactosa 4 g.
Selenito sddico 4 g
Fosfato sddico 10 g.
A gua destilada 1000 ml.

El pH final es 7; calentar hasta ebullicidn, repartir en tu-

bos; no se esterilizd en autoclave.

Caldo tetrationato.

Composicidn:
Proteosa-peptona 5 g.
Sales biliares 1 g.
Tiosulfato sodico 30 g.
Carbonato sodico 10 g.
Agua destilada 1000 ml.

Se disuelve, calentando a 602C en un bafio de agua, y a ca-
da 100 ml. de medio se afiaden 2 ml. de solucidn de yodo,

que se prepara disolviendo 6 g. de cristales de yodo y 5 g.
de yoduro potdsico en 20 ml. de agua. El pH final es de

8,4 ¥ 0, 2; repartir en tubos; no se esterilizé en autoclave.

Apgar Mac Conkey
Descrito en (2.2.3.)

Agar verde brillante-rojo de fenol.

Composicidn:

AT e i———— o o mnn
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Proteosa-peptona 10 g.
Extracto de levadura 3 g.
Lactosa 10 g.
Sacarosa 10 g.
Cloruro sédico 5 g.

Agar 20 g.
Verde brillante 0, 00125 g.
Rojo fenol 0,08 g.

A gua destilada 1000 ml.

El pH final es 6, 9; se esterilizo en autoclave a 1212C du-

rante 15 minutos.

Agar Salmonella-Shigella (SS)

Composicion:

p Extracto de carne 5 g.
Proteosa-peptona 5g.
Lactosa 10 g.
Sales biliares 8,5 g.
Tiosulfato sodico 8,5 g.
Citrato férrico 1 g.
Agar 13,5 g.
Verde brillante 0,32 g.
Rojo neutro 0,025 g.
Agua destilada 1000 ml. ‘

El pH final es 7; no se esterilizo en autoclave, los compo-
nentes del medio se disuelven por ebullicidén y después se

tienden placas.

-. Pseudormonas aeruginosa.

Caldo triptona-soja

Descrito en (2.2.1.)



- 74 -

Agar King A.
Composicion:
Peptona 20 g.
Cloruro magnésico 1,4 ¢
Sulfato potasico 10 g.
Glicerol 10 g.
Agar 15 g.
A gua destilada 1000 ml.

El pH final es 7 T 0, 2; se esterilizo en autoclave a 1212C du-

rante 15 minutos. Tender placas.

Agar King B,

Composicion:
Triptona 10 g.
Proteosa-peptona 10 g.
Fosfato dipotdsico 1,5 g.
Sulfato de magnesio 1,5 g.
Agar 15 g.
Glicerol 10 g.
Agua destilada 1000 ml.

El pH final es 7 ¥ 0, 2; se esterilizé en autoclave a 1212C

durante 15 minutos. Se tienden placas.

. Staphylococcus aureus.

Caldo triptona-soja con cloruro sédico.

Composicion:
Caldo triptona-soja 1000 ml.
Cloruro soédico 75 g.

El pH final es 7,3 a 259C; se esterilizd en autoclave a 1152C

durante 15 minutos.
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Agar Baird-Parker,

Composicién:
Triptona : 10 g.
Extracto de carne 5 g.
Extracto de levadura 1g.
Glicerina 12 g.
Cloruro de litio 5g.
Agar 20 g.
Agua destilada 950 ml.

El pH final es 7, 2; se esterilizé en autoclave a 1212C du-
rante 15 minutos, Afnadir al medio, enfriado a 459C-502C,
estérilmente 50 ml. de solucion de yema de huevo y 3 ml.

de solucidn de telurito potasico al 3, 5%. Tender placas.

-. Streptococcus faecalis

Caldo glucosa-azida.

Composicion:
Extracto de carne 4,5 g.
Peptona 10 g,
Glucosa 7,5 g.
Cloruro sédico 7,5 g.
Azida de sodio 0,2 g.
Agua destilada 1000 ml.

El pH final es 8, 8; se esterilizo en autoclave a 1212C du-

rante 15 minutos.

Medio de Lisky (Caldo EVA).
Composicion:
Triptona 20 g.
Glucosa 5 g.
Fosfato disédico 2,7 g.
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Cloruro sédico 5 g.

Azida de sodio 0,4 g.
Violeta de etilo 0, 00083 g.
A gua destilada 1000 ml.

El pH final es 7; se esterilizd en autoclave a 1212C duran-

te 15 minutos.

2.2.4. MEDIOS PARA LA IDENTIFICACION DE BACILLUS

Agar almidon.
Composicidn:
Extracto de carne 3 g
Peptona 10 g.
Cloruro sodico 5 g.
Almidon 10 g.
Agar 18 g.
Agua destilada 1000 ml.

El pH final es 7'1'0, 2: se esterilizg en autoclave a 1202C

durante 20 minutos. Se tienden placas.

Apgar gelatina de Frazier.

Composicién:
Extracto de carne 3 g
Peptona 10 g.
Cloruro sbdico 5 g.
Gelatina 40 g.
Agar 18 g.
Agua destilada 1000 ml.

El pH final es 7; se esterilizo en autoclave a 1152C duran-

te 20 minutos. Se tienden placas.

Agar caseina.

Composicion:
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Leche estéril 1 parte,

Solucidén estéril de agar agua

al 3% a pH-7 1 parte.
La leche y la solucion de agar agua se mezclan estéril-

mente y se tienden placas.

Agar lecitina.

Composicidn:
Extracto de carne 3 g
Cloruro sédico 5 g.
Peptona 10 g.
Agar ' 18 g.
Agua destilada 1.000 ml.

El pH final es 7; se esteriliza en autoclave a 1202C duran-
te 20 minutos, se deja enfriar a 452C-502C y se afiade es-
térilmente 10 ml. de solucién estéril de yema de huevo a

cada 95 ml, de medio, y se tienden placas.

Agar inclinado de extracto de suelo.

Composicion:
Peptona 5 g.
Extracto de carne 3 g
Agar 20 g.
Extracto de suelo 1000 ml.

El pH final es 7, se esterilizo en autoclave a 1152C du-
rante 20 minutos.

El extracto de suelo se preparcocon 1000 g, de tierra de
jardin y 2400 ml. de agua ; se mezcld y se esterilizé a

1212C durante 60 minutos, después se filtro.

Caldo de peptona.

Composicion:
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Peptona 10 g.
Cloruro sodico 5 g.
Agua destilada 1000 ml.

El pH final es 7, 2; se esteriliz0 en autoclave a 1202C du-

rante 20 minutos.

Medio de Smith

Composicion:
Peptona 7g
Cloruro sédico 5 g.
Glucosa 5 g
A gua destilada 1.000 ml.

El pH final es 7, 5; se esterilizé en autoclave a 1202C du-

rante 20 minutos.

Caldo nitratado.

Composicion:
Extracto de carne 3 g
Peptona 10 g.
Cloruro sédico 5 g.
Nitrato potasico 1g
A gua destilada 1000 ml.

El pH final es 7 - 7, 2; se esterilizd en autoclave a 1202C

durante 20 minutos.

Agar movilidad.

Composicion:
Peptona 10 g.
Cloruro sédico 5 g.
Agar 5 g.
Agua destilada 1000 mil.

El pH final es 7, 2; se esteriliz6 en autoclave a 1202C du-
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rante 20 minutos. Los tubos se dejan solidificar en posi-

cién vertical,

Medio VL para cultivo en profundidad.

Descrito en(2.2.2.)

Medio base de fermentacién de azicares,

Composicion:
Fosfato amonico 1g.
Cloruro potasico 0,2 g.
Sulfato de magnesio 0,2 g.

Solucion de purpura de bromocre-

sol al 0, 04% 12 ml.
Agar 13 g.
Agua destilada 1000 ml.

El pH final es 7; se esterilizd en autoclave a 1202C duran-
te 20 minutos.

Los azucares utilizados son: glucosa, arabinosa, xilosa,
sacarosa, manitol, lactosa; se afiadieron al medio estéril
y enfriado a 452C-502C, al 0, 5%; se envasé en tubos y se

dejo solidificar en plano inclinado con mucho fondo.

Apgar jenil-alanina (APP),

Composicion:
Extracto de levadura 3 g.
Fosfato dipotdsico 1g.
Cloruro sddico 5 g.
DL -fenil alanina 2 g
Agar 12 g.
Agua destilada 1000 ml.

El pH final es 7, 3; se esterilizd en autoclave a 1202C du-

rante 15 minutos.
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Apgar citrato de Simons.

Composicidn:
Sulfato de magnesio 0,2 g.
Fosfato amonico hidrogenado 0,2 g.
Fosfato sédico amoénico 0,8 g.
Citrato sodico tribasico 2 g.
Azul de bromotimol 0,08 g.
Agar 15
Agua destilada 1000 ml.

El pH final es 7; se esteriliza en autoclave a 1202C duran-

te 20 minutos. Se deja solidificar en posicidn inclinada,

Agar Urea de Christensen.

Composicion:

Peptona 1 g.
Glucosa 1 g.
Cloruro sddico 5 g.
Fosfato monopotasico 0,8 g.
Rojo fenol 0,012 g.
Agar 15 g.

A gua destilada 1000 ml.

El pH final es 6, 9; se esteriliza en autoclave a 1212C du-
rante 15 minutos; se deja enfriar a 452C-502C y se afaden
5 ml, de solucidn de urea al 40%, esterilizada por filtra-
cién a cada 95 ml. de medio. Se deja solidificar en posi-

cidn inclinada con mucho fondo.

MEDIOS PARA LA IDENTIFICACION DE MICROCOCCUS Y
STAPHYLOCOCCUS

Medio de Hugh-Leifson, modificado por Baird-Parker.
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Composicion:
Triptona 10 g.
Extracto de levadura 1 g
Glucosa 10 g.
Purpura de bromocresol 0,04 g.
Agar 10 g. |
Agua destilada 1000 ml.

El pH final es 7, 2; se esteriliza en autoclave a 1152C duran-

te 20 minutos. Se envasa en tubos de 180x9 mm.

Medio de tHoglicolato.

Composicidn:

Triptona (digerido pancrea-

tico de caseina) 15 g.
Extracto de levadura 5 g.
L-Cisteina 0,5 g.
Glucosa 5,5 g.
Clorurc sddico 2,5 g.
Tioglicolato sodico 0,5 g.
Agar 3 g
Agua destilada 1000 ml.

El pH final es 7,1 a 259C; se esterilizé en autoclave a 1152C

durante 20 minutos.

Medio Agar P.

Composicion:
Triptona 5 g.
Extracto de levadura 5 g.
Cloruro sédico 5 g.
Glucosa 1g

Agar 15 g.
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Agua destilada 1000 ml,
Fl pH es 7, 2; se esterilizs en autoclave a 1202C durante 20

minutos; después tender placas.

Medio de Glicerol-Eritromicina.

Composicidn:

Extracto de levadura 2 g

Glicerol 10 ml.

Purpura de bromocresol 0,04 g, f
Fosfato amonico 1g
Cloruro potidsico 0,2 g :
Sulfato magnésico. 7 Hy0 0,2 g.

Agar 9 g

A gua destilada 1000 ml.

JEl pH final es 7; se esteriliza en autoclave a 1202C durante
20 minutos, después se deja enfriar a 452C-502C y se afade
1 ml. de solucion de eritromicina 0,4 mg. /ml. Tender pla-

cas.

Medio para la fosfatasa.

Composicion:
Medio Agar P (2.2.5.) 1000 ml.
Anadir 1 ml. de la solucion de difosfato sodico de fenoftalei-
na 10% al medio cuando esta atemperado a 45¢C-502C, des-

pués tender placas,

Medio para DNAsa

Composicion:
ADN 0,3 g.
Agar 10 g.
Cloruro calcico anhidro 0,01 M. 1 ml.
Buffer Tris a pH 9; 0,05 M 1000 ml.
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Calentar hasta ebullicién para disolver los componentes y
cuando esté a 452C-502C se afiaden 3 ml. de azul de tolui-

dina 0,1 M , se mezcla todo bien y se tienden placas.

Agar triptona-extracto de levadura.

Composicion:
Triptona 10 g.
Extracto de levadura 1lg.
Apgar 15 g.
Agua destilada 1.000 ml.

El pH final es 7; se esteriliza en autoclave a 1152C durante

20 minutos, tender placas.

Medio para la fermentacion de la xilosa.

, Composicidn:
Medio de Hugh-Leifson modificado por Baird-
Parker, ya descrito en (2.2.5.), con 15 g. de
agar por cada 1000 ml. de medio.
El azucar se adiciona al medio en la propor-
cién del 1% previamente esterilizado por fil-
tracion y cuando el medio esté atemperado a

452C-509C.

Agar sangre bovina.

Composicion:

Extracto de carne 3 g.
Cloruro sodico 5 g.
Peptona 10 g.
Agar 15 g.
Agua destilada 1000 ml.

El pH final es 7; se esteriliza en autoclave a 1202C durante

20 minutos, se deja enfriar a 452C-502C y se afiade estéril-
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mente la sangre bovina en la proporcién del 5-10%, después

tender placas.

Caldo Arginina.

Con:posicion:

Triptona 10 g.
Extracto de levadura 1g.
Extracto de carne 5¢g.
Clorhidrato de L-Arginina - 3e
Agua destilada 1000 ml.

El pH final es 7; se esteriliz6 a 1212C durante 15 minutos.

Caldo infusidon cerebro-corazdn.

Composicion:
Infusidén 200 g. con cerebro de ternera.

Infusién 250 g. con corazon de buey.

Proteosa-peptona 10 g.
Glucosa 2 g
Cloruro sédico 5 g.
Fosfato sodico 2,5 g.
Agua destilada 1000 ml.

El pH final es 7, 4; se esterilizd en autoclave a 1212C duran-

te 15 minutos.

2.2.6. MEDIOS PARA LA IDENTIFICACION DE STREPTOCOCCUS

Agar sangre.
Coniposicion:
Extracto de carne 3 g
Cloruro sodico 5g.
Peptona 10 g.

Agar 15 g.
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Agua destilada 1.000 ml.
El pH final es 7, se esterilizd en autoclave a 1202C durante
20 minutos, cuando esté atemperado a 452C-502C se afiade
estérilmente de 5-10% de sangre de caballo, después se tien-

den placas.

Caldo glucosado.

Composicion:
Extracto de carne 3 g
Cloruro sodico 5 g.
Peptona 10 g.
Glucosa 5 g.
Agua destilada 1000 ml.

El pH final del medio es 7 ¥ 0,2. Se esterilizd en autoclave a

1:20'QC durante 20 minutos. Se reparte en tubos.

Leche de Sherman.

Composicidn:
Leche esterilizada 9 ml.
Solucion de azul de metileno 1% 1 ml.

Se esterilizé en autoclave a 1202C durante 20 minutos.

Caldo con 6, 5% de cloruro sodico.

Composicion:
Infusién de extracto de carne 1000 ml.
Peptona 15 g.
Cloruro sodico 65 g.
El pH final se ajustéd a 9, 6. Se esterilizo en autoclave a 1209C

durante 20 minutos.

Medio de fermentacién de azucares.

Composicion:
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Extracto de carne
Peptona

Cloruro sédico
Rojo de fenol
Agar

Agua destilada

1 g.
10 g.
5 g.
0,018 g.
1g.
1000 m1l.

El pH final es 7, 6. Se esterilizd en autoclave a 1202C duran-

te 15 minutos. Los azicares utilizados, sorbitol y arabinosa,

se esterilizaron por filtracion y se afiadieron al medio base

estéril a la temperatura de 452C-502C en la proporcion 0, 5%

Agar sangre con 40% de bilis de buey.
Composicion:

Extracto de carne
Cloruro sédico
Peptona
Bilis de buey
Agar
Agua destilada

3 g

5 g.

10 g.

400 g.

18 g.
1.000 ml.

El pH final es 7, 6. Se esteriliz6 a 1202C durante 20 minutos.

Se anadio estérilmente de 5 a 10 ml. de sangre al medio a-

temperado a la temperatura de 452C-50°C.

Caldo arginina
Composicion:

Peptona
Extracto de carne
Piridoxal
Solucidén acuosa de purpura de
bromocresol al 0, 002%
Solucion acuosa de rojo cre-

sol al 0, 002%

5 g.
0,005 g.

5 ml.

2,5 ml.
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Glucosa 0,5 g.
Clorhidrato de L-Arginina 10 g.
Agua destilada 1000 ml.

El pH final es de 6. Se esterilizé a 1202C durante 20 minu-

tos.

Agar esculina.

Composicidn:
Agua de peptona 100 ml.
Esculina 0,1¢g
Citrato férrico 0,05 g.
Agar g

El pH final del medio es 7,4. Se esterilizé a 1152C durante
15 minutos. Se reparte en tubos, dejando enfriar en posi-

cidn inclinada.

Caldo hipurato.

Composicidn:Hipurato sédico 10 g.
Cloruro sddico 5 g.
Sulfato magnésico. 7 H,O 0,2 g.
Fosfato amodnico 1 g
Fosfato bipo:césico 1g.
Rojo de fenol 0, 2% 5 ml.
A gua destilada 1000 ml.

El pH final es 6, 8-7. Se esterilizo en autoclave a 1152C du-

rante 20 minutos.

2.3. SOLUCIONES, REACTIVOS Y VARIOS.

Solucidn cristal violeta oxalatada.

Composicion:
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Cristal violeta 2 g.
Alcohol 952 20 ml.
Oxalato amonico al 1% 80 ml.

Solucion yodo-yodurada.

Composicidn:
Yoduro potdsico 2 g
Yodo 1g.
Agua destilada 300 ml.

Solucidn de safranina

Composicion:
Safranina 0,25 g.
Alcohol 952 10 ml.
Agua destilada 100 ml.

Solucion de verde malaquita.

Composicidn:
Verde malaquita 5 g.
Agua destilada 100 ml.

Azul de lactofenol

Composicion:
Lactofenol 0,5 g.
Azul-algoddn 100 ml.

Solucion de tampdn fosfato.

Composicion:
Solucién madre
Fosfato monopotdsico 34 g
Agua destilada 1000 ml.
Se ajusta el pH a 7,2 ¥ 0,1 con sosa. Para utilizar la solu-

cién se suspende 1 ml. de la solucidn madre en 800 ml. de
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agua destilada y se adiciona 0, 3% de Tween 80. Se esterili-

za en autoclave a 1212C durante 15 minutos.

Liquido de lavado.

Composicién:
Peptona 10 g.
A gua destilada 1000 ml.
El pH final es 7. Se esterilizé en autoclave a 1212C durante

15 minutos.

Solucidn tampdn fosfato 0, 02 M

Composicion:

- Solucién A 1/15 M
Fosfato monopotasico 9,08 g.

A gua destilada 1000 ml.

- Solucién B 1/15 M
Fosfato disodico 11,88 g.
A gua destilada 1000 ml.
Se toman 39,2 ml. de la solucion A 1/15 M y se completan

hasta 333 ml. con la solucidén B 1/15 M

Solucion_de alfa-naftilamina.

Composicion:
Alfa-naftilamina 5 g.
Acido acético 5N 1000 ml.

Solucidn de acido sulfanilico.

Composicion:
Acido sulfanflico 8 g.

Acido acético 5N 1000 ml.
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Solucién de alfa-naftol.

Composicion:
Alfa naftol
Alcohol 609

Solucién de hidréxido sdédico.

Composicidn:
Hidroxido sodico

Agua destilada

Solucion de lisostafina.

Composicion:
Lisostafina liofilizada (Sigma)
Cloruro sédicen

Tampdn fosfato 0,02 M

Solucidon de yema de huevo.

Composicion:

Solucidn salina estéril a pH 7

6 g.
100 ml.

16 g.
100 ml.

5 mg.

1g
100 ml.

250 ml.

Una yema de huevo tomada en condiciones estériles , se sus-

pende y homogeiniza bien antes de utilizar. Se conserva a 42C

Reactivo de Nessler.

Composicién:
Yoduro potasico
Yoduro mercurico
Sosa 6N
Agua destilada

Se utiliza después de 24 horas de su preparacion.

que se utiliza ha de estar libre de amoniaco

Reactivo de Frazier.

Composicion:

8 g.
11,5 g.
50 ml.
50 ml.
El agua
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Cloruro de mercurio 15 g.
Acido clorhidrico concentrado 20 ml,
A gua destilada ‘ 100 ml.

Reactivo de Erlich.

Composicién:
Paradimetil amino benzaldehido 1g.
Alcohol 95¢ 95 ml.
Acido clorhidrico concentrado' 20 ml.

Solucidén de Cloruro férrico.

Composicidn:
Cloruro férrico, 6 H,0 12 g.
Acido clorhidrico concentrado 2,5 ml.
Agua destilada 100 ml.

Alcohol de 909,
Alcohol de 709,

Agua destilada esteril pH 7.

Solucion de dcido clorhidrico N.

Solucion de hidrdxido amonico.

Agua oxigenada de 10 volimenes.

Vaselina liquida estéril.

Plasma coagulasa liofilizada (Difco).

Discos estériles de 6 mm. de diametro (Difco).

Discos de Novobiocina de 5 microgramos (Difco).
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Discos de Bacitracina (Difco),

Filtros de membrana Millipore de 47 mm. de diametro y

0, 45 micras de tamafio de poro.

"

Sobres generadores de hidrégeno y CO,, marca "Gaspak

21

Indicador de anaerobiosis, marca '"Gaspak".

2.4. METODOS

2.4.1, TOMA DE MUESTRAS.

Las normas que se han seguido en este trabajo para la toma
de muestiras son las recomendadas por la USP XIX, (189) para el exa-
men microbioldgico de los preparados farmaceéuticos. El muestreo se ha
realizado tomando al azar 3 muestras de un mismo lote del preparado
farmacéutico, Cada una de estas muestras estaba formada por 10 uni-
dades del mismo lote. Para el analisis microbiolégico se han tomado
10 g. 0 10 ml., segin sean preparados sdlidos o liquidos, cogiendo 1 g.
o 1 ml. de cada uno de los diez envases individuales, tomados con las
adecuadas condiciones de esterilidad.

Segun el tipo de envase se ha procedido de diferente forma:

-. En los comprimidos, cdpsulas y polvos que estaban envasados
en tiras de papel de aluminio plastificado o bien en estuches de pldstico
y papel de aluminio, antes de tomar el contenido de estos envases se ha
desinfectado la superficie externa con alcohol de 702 y después se abrie-
ron los envases con ayuda de tijeras estériles. Para la realizacidn de la
pesada nos ayndamos de pinzas y espatula estéril,

-. Para los jarabes y soluciones, tanto si el recipiente era de
vidrio o plastico, una vez desinfectado con alcohol de 70¢ el tapdn, se

flamed la boca antes de tomar la muestra con pipeta estéril.
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Todas las operaciones se realizaron en cabina de flujo la-
minar o en vitrina con ldmpara gérmicida. Se determiné la aw en un

aparato marca Lufft.

2.4.2. PREPARACION DE LA MUESTRA.

Después de la toma de muestra se siguieron todas las pre-
cauciones microbioldgicas para que tanto el nimero como el tipo de
microorganismos, que podian estar presentes, en los preparados far-
macéuticos no experimentaran modificaciones.

Los preparados farmacéuticos solidos, que no eran solubles
facilmente, fue necesario disgregarlos previamente.

-~ Los comprimidos y grageas se pulverizaron con la ayuda
de un mortero estéril.

- Las capsulas se suspendieron en el diluyente, y se agita-

ron mecanicamente durante 1 - 2 minutos en un "Stomaker".

Preparacion de las diluciones.

l.os 10 g. o 10 ml. de muestra tomados en las condiciones
ya mencionadas, se suspendieron en 90 ml. de solucién tampén (2. 3.)
contenidos en un matraz, que previamente se habia atemperado a 402C;
obteniéndose la dilucién inicial 10~1, y a partir de ella se hicieron dilu-
ciones decimales. De la dilucion 10_1, bien homogeneizada por agitacidn
mecanica, se tomé 1 ml. con pipeta estéril y se suspendié en 9 ml. de
solucién tampén (2, 3.); y as{ obtuvimos la dilucion 10_2; las siguientes

diluciones se realizaron de forma analoga.

2.4.3. DETERMINACION DEL PH.

El pH de los preparados farmacéuticos s6lidos como: compri-
midos, grageas, capsulas, polvos, granulado y extracto fluido se reali-
z6 suspendiendo o disolviendo 1 g. de la muestra en 9 ml. de agua esté-
ril a pH 7, tomando una parte alicuota de esta suspension, segin AOAC

(184), se determiné el pH en un peachimetro.
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Para los preparados farmacéuticos liquidos como: jarabes
y soluciones, la determinacion del pH se hizo directamente, tomando
una parte del mismo y la lectura se hizo en el peachimetro.

Cuando el pH obtenido en la lectura no fue proximo a la
neutralidad, para evitar alteraciones del pH en los medios de culti-
vo que podian influir en el posterior desarollo de los microorganis-

mos presentes, se ajustd el pH (84).

2.4.4. RECUENTO DEL NUMERO DE MICROORGA NISMOS.

Debido a la ausencia de métodos propios en los tratados ofi-
ciales de nuestro pais, se ha realizado el examen por distintos métodos,
que han sido recomendados por diversos autores y Farmacopeas (38)(41)
(54)(60)(83)(84)(168)(175)(189).

-. Método de recuento por dilucidn en placa.
-. Método del numero mas probable (NMP).

-. Método de filtracion a través de membrana.

Los métodos de recuento por dilucién en placa y el del nime-
ro mas probable se han realizado en todos los preparados farmacéuticos
estudiados. Aunque el método de dilucion en placa se recomienda para
muestras solubles y con alto grado de contaminacion, en nuestro caso
ha sido utilizado en todos los preparados farmacéuticos debido al des-
conocimiento del grado de contaminacidén microbiana.

El método de filtracion a través de membrana se ha emplea-
do para los jarabes y soluciones y no se ha utilizado en el resto de los

preparados, que eran insolubles.

2.4,4.1, Método de recuento por dilucidn en placa,

2.4.4.1.1. Recuento de bacterias viables aerobias mesofilas.

Se ha sembrado 1 ml. de las distintas diluciones, por dupli-

cado, en placas Petri estériles y a continuacidn se anadid de 15 a 20 ml.
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de agar triptona-soja (2.2.1.), y una vez solidificado se inéubé a la
temperatura de 302C-332C durante 72 horas. Después se hizo el recuen-
to de colonias, haciendo la media aritmética y se calculd el niumero de

bacterias por g. o ml. de muestra.

2.4.4.1.2, Recuento de bacterias esporuladas aerobias me-

Se siguid la misma técnica que en 2.4.4.1.1., pero previa-’
mente se calentd la dilucién inicial 10~} en un bafio a Ia temperatura de
809C durante 10 minutos, y luego a partir de esta dilucién calentada se
hicieron las siguientes diluciones decimales, 10-2 y 10-3. Los recuen-

tos y calculos se hicieron igual que 2.4,4.1,1,

2.4.4.1. 3. Recuento de bacterias anaerobias mesofilas.

Se siguié la misma técnica de siembra que en 2.4.4.1.1. uti-
lizando agaJr infusién cerebro-corazon y la incubacidn se hizo en jarra de
anaerobiosis utilizando el sistema GasPak , y se incubo a la temperatu-
ra de 302C-332C durante 5 dias.

Los recuentos y calculos se hicieron como 2.4.4.1,1,

2.4.4.1.4. Recuento de bacterias esporuladas anaerobias

mesofilas.
Se siguié la misma técnica que 2.4.4.1.2., la incubacién se
realiz6 como 2.4.4.1, 3.

Los recuentos y calculos se hicieron igual que 2.4.4.1. 1,

2.4.4.1.5., Recuento de mohos v levaduras.

Se ha sembrado 0,1 ml. de las distintas diluciones, por du-
plicado, en la superficie de placas con medio agar OGA (2.2.1.), exten-
diéndose la muestra sembrada con asa de Digralsky. La incubacidn se
hizo a la temperatura de 252C durante 5 dias, para los cdlculos se hi-
zo el recuento de colonias haciendo la media aritmética y se expresé

el resultado de mohos y levaduras por g. o ml. de muestra.
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2.4.4.2. Método del nimero mas probable (NMP).

2.4.4.2.1. Recuento de bacterias viables aerobias mesdfilas.

Se prepararon 5 series de 3 tubos con 9 ml. de caldo tripto-
na-soja (2.2.1.). Enla 12 gerie se sembrd 1 ml., con pipeta estéril, de
la dilucién inicial 10-1, se homogeneizd bien, por agitacién mecdnica, y
de cada tubo de ésta primera serie se sembrd 1 ml. a los tubos de la 23
serie (dilucidén 10~2), y asi se procedié hasta sembrar la 4% serie (di-
lucién 10-4); la 52 serie sirvié de control del medio de cultivo, no debe
presentar crecimiento después de la incubacidn.

Se incubd a la temperatura de 302C-332C durante 72 horas
y se consideraron positivos los tubos que presentaban crecimiento (tur-
bidez, sedimento, velo), comprobando la presencia de microorganis-
mos por un examen al microscopio para evitar falsas positividades. El
resultado se expreso por el NMP por g. o ml. de muestra, consultan-
do las tablas de 1Ia APHA ( 4).

2.4.4.2.2. Recuento de bacterias esporuladas aerobias me-

géfilas.

Se siguid la misma técnica que en 2.4.4.2.1,, pero se sem-
bré 1 ml. de la dilucién inicial 10'1, previamente calentada a la tem-
peratura de 802C durante 10 minutos. El resultado se expreso igual
que 2.4.4.2.1.

2.4.4.3, Método de filtracidén a través de membrana.

La filtracidn se ha realizado en cabina de flujo laminar ver-
tical, para asegurar las condiciones de esterilidad.

El equipo de filtracién utilizado ha sido de la marca "Milli-
pore", el soporte del filtro es de vidrio "pirex" de 47 mm. de diame-
tro y se esterilizé en autoclave a 1242C durante 30 minutos. Los fil-

tros de membrana de acetato de celulosa eran de un tamano de poro de
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0,45 micras.Para facilitar la filtracion el equipo se conect6 a una bom-

ba de wvacio.

Preparacion de la muestra:

Los frascos de jarabe y scoluciones, previamente homoge-
neizados por agitacién manual, se abrieron y se tomd 1 ml, y 10 ml.,
que se sugpendieron en dos matraces con 99 ml. y 90 ml. de solucidn
tampon (2. 3.) que previamente se habfa atemperado a la temperatura
de 409C.

Antes de realizar la filtracidon se dejaron los matraces du-
rante 1 hora a la temperatura del laboratorio; para favorecer la revi-

vificacion de los microorganismos.

2.4.4.3.1. Recuento de bacterias viables aerobias mesofilas,

Se filtrd el contenido de cada matraz, previamente homoge-
neizado y posteriormente se lavd el filtro 3 veces sucesivas con 100 ml.
de liquido lavador (2.3.) con el fin de eliminar la presencia de sustan-

cias antimicrobianas. Después con la ayuda de pinzas estériles se depo-

sito el filtro sobre la placa Petri con medio de agar triptona-soja (2.2.1.).

La incubacién se hizo a la temperatura de 302C-332C durante 72 horas,
después se hizo el recuento de colonias de cada filtro, haciendo la me-
dia aritmética y se expreso el numero de bacterias por mililitro de

muestra.

2.4.4.3.2, Recuento de bacterias esporuladas aerobias me-

sofilas.

Se siguid la misma técnica que en 2.4,4.3,1,, pero previa-
mente se calentd el volumen a filtrar en las mismas condiciones indica-
dasen2.4.4.1.2,

Los resultados y calculos se hicieron igual que en 2.4.4.3.1,

2.4.4.3,3. Recuento de bacterias anaerobias mesofilas.

Se siguid la misma técnica que en 2.4.4.3.1., pero la in-
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cubacién se hizo en jarra de anaerobiosis, utilizando el sistema
""Gas-Pak', a la temperatura de 309C-332C durante 5 dias.

Los resultidos y cdlculos se hicieron igual que en 2.4,4,

2.4.4.3. 4. Recuento de bacterias esporuladas anaerobias

mesofilas.

Se siguio la misma técnica que en 2.4.4.3.1., pero pre-
viamente se calento el volumen a filtrar en las mismas condiciones
indicadas en 2.4.4,1,2,

La incubacidén se hizo igual que en 2,4.4.3.3. y los re-

sultados y cdlculos se hicieron igual que en 2.4.4.3.1.

2.4.4.3.5. Recuenio de mohos y levaduras.

Se siguié la misma técnica que en 2.4.4.3.1., emplean-
do como medio de cultivo Agar OGA{2.2.1.) pero la incubacion se
hizo a la temperatura de 252C durante 5 dias; los resultados y cal-

culos se hicieron igual que en 2.4.4.3.1.

2.4.5. INVESTIGACION DE MICROORGANISMOS PATOGENOS.
Se han seguido los meétodos recomendados por diversos
autores, organismos y Farmacopeas (8) (38) (41) (60) (83) (84) (168)
(175) (189).

2.4.5.1. Escherichia coli

-Enriquecimiento:

Se hizo en 90 mililitros de caldo lactosa (2.2.3.) conte-
nidos en un matraz con campana de Diurham, para observar la for-
macion de gas a partir de la lactosa. Se sembraron 10 gramos o
10 mililitros de muestra y la incubacién se hizo a la temperatura
de 352C-372C durante 48 horas.

-Aislamiento:
Se sembrod, del cultivo que habia producido gas, con asa

de cultivo en medio Mac Conkey (2.2.3.) y después incubd a la tempe-
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ratura de 352C-372C durante 24 horas.

2.4.5.2. Saln:onella y Shigella

- Preenriquecimiento:
Se hizo en caldo lactosa (2.2.3.), en un matraz con 90 ml.
de medio. Se sembraron 10 g. o 10 ml. de muestra y se incubaron a

la temperatura de 372C durante 48 horas.

- Enriquecimiento:
Se sembrd 1 ml. del cultivo de preenriquecimiento en dos
tubos con caldo selenito y en otros dos con caldo tetrationato. Se incu-

bé a la temperatura de 372C durante 24 horas.

- Aislamiento:
Se hizo en medios diferenciales como agar Mac Conkey
{2.2.3.) y selectivos como agar verde brillante-rojo de fenol (2.2.3.)

y agar Salmonella Shigella (SS) (2.2.3.). Se sembré del cultivo de en-

riquecimiento en la superficie de placas con estos medios, para ver
si habia formacidn de colonias incoloras y transliucidas, propias de

microorganismos no fermentadores de lactosa.

2.4.5.3. Pseudomonas aeruginosa -

- Enriquecimiento:
Se sembraron 10 g. 0 10 ml. de muestra en un matraz con
90 ml. de caldo triptona-soja (2.2.3.) y se incubaron a la temperatura

de 379C durante 48 horas.

- Aislamiento e identificacion:

Se sembro del cultivo de enriquecimiento, con asa de culti-
vo, en la superficie de placas con medio agar King A (2.2.3.) para e-
xaltar la produccidn de piocianina y se incubd a la temperatura de 372C
durante 48 horas. El pigmento producido en estas condiciones se ex-

trajo con cloroformo. Otra asa de cultivo se sembrd en agar King B
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(2.2.3.) para poner de manifiesto la produccion de fluoresceina, incuban-
do a la temperatura de 372C durante 24 horas, seguida de una incuba-
cién durante 3 dfas a la temperatura del laboratorio (117).

En las placas que presentaron crecimiento, aunque no daban

las colonias la coloracion tipica, se hizo tincidon de Gram.

2.4.5.4. Staphylococcus aureus.

- Enriquecimiento:
Se realizd en un matraz con 90 ml. de caldo triptona-soja
con cloruro sédico {(2.2.3.), se sembraron 10 g. 010 ml. de muestra

y se incubd a la temperatura de 372C durante 48 horas.

- Aislamiento:

Del cultivo de enriquecimiento se tomo con asa de cultivo y se
sembraron por estria en la superficie de placas con medio agar Baird-
Parker (2. 2.3. ). Se incubd a la temperatura de 372C durante 24 horas.
Se observé si habfa presencia de colonias tipicas: de tamafio pequefio,
color negro y aspecto brillante debido a la reduccion del telurito a telu-
ro metdlico y con un halo claro y opaco alrededor de la colonia por la

precipitacidn de la lecitina.

2.4.5. 5. Streptococcus faecalis.

- Enriquecimiento:
Se hizo en caldo glucosa-azida (2.2.3.), en un matraz con
90 ml. de medio, se sembraron 10 g. o 10 ml. de muestra y se incubd

a la temperatura de 372C durante 48 horas.

- Confirmacién:

Se utilizé como medio selectivo el medio de Lisky o caldo
EVA (2.2.3.), se sembro 1 ml. del cultivo de enriquecimiento y se in-
cub6 a la temperatura de 372C durante 24 horas, para ver si produce
turbidez y un sedimento de color violaceo debido al crecimiento de &_gp_—

fococcus faecalis.
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2.4.6. AISLAMIENTO DE MICROORGA NISMOS.

2.4.6.1. Microorganismos aerobios.

Se realizd a partir de los recuentos con crecimiento. Se to-
maron, con asa de cultivo, aquellas colonias que presentaban aspecto
y caracteres morfolégicos diferentes. La resiembra se hizo, por es-
tria en superficie en placas de agar triptona-soja (2.2.1.) y se incubd
a la temperatura de 302C-332C durante 24 horas, para comprobar que
el microorganismo estaba en cultivo puro. Para su conservacidn se
resembraron tubos con medio agar triptona-soja inclinado para proce-

der a su posterior identificacidn.

3
2.4,.6.2. Microorganismos anaerobios.

L.os microorganismos se aislaron de las placas (2,2.1.) in-
cubadas en anaerobiosis. Para comprobar si el microorganismo era
anaerobio estricto o facultativo se tomo de la placa de aislamiento,
con pipeta Pasteur estéril cerrada y se inoculd en el medio VL para
cultivo en profundidad (2. 2.2.), previamente regenerado en bafio ma-
ria y atemperado a la temperatura de 452C - 502C. Se incubd a la
temperatura de 302C - 332C durante 24 - 48 horas.

Solamente se resembraron para su identificacién las ce-

pas que crecieron en anaerobiosis estricta.

2.4.6.3. Aislamiento de mohos y levaduras.

Se realiz6 a partir de los recuentos con crecimiento.

Se tomaron con asa micoldgica, las colonias de aspecto cre-
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moso que podian ser levaduras y se resembraron en agar Sabouraud
(2.2.2.) y se hizo lo mismo con las colonias que tenfan aspecto fila-
mentoso. La incubacidn se realizd a la temperatura de 252C durante

5 dias.

2.4.7. IDENTIFICACION DE LOS MICROORGANISMOS.

2.4.7.1. Bacillus.

Se han seguido los criterios de clasificacién de Smith y Gor-
don (178) Wolf y Barker (199) Cowan y col. (55) Barjac y Bonnefoi (15)
Lemille y col. (130) y la 8% edicién del Manual Bergey (37). Para faci-
litar la identificacion hemos empleado una clave, utilizando pruebas bio-
quimicas,tomada de Ramos Cormenzana (165) y modificada por noso-
tros (Cuadro IT - 1)

Para la comprobacion de todos los caracteres, tanto morfo-
16gicos como bioquimicos,del género Bacillus, después de aislados se

realizo:

- Observacion morfologica de la colonia.

Se hizo sembrando el microorganismo, por estria en super-
ficie en placas con agar extracto de suelo (2.2.4.). Se incubd a la tem-
peratura de 302C durante 24 horas, después se hizo la observacion de
las colonias con lupa y se anotaron los caracteres: pigmentacion, bor-

de liso o rugoso, con o sin brillo.

- Observacién de la morfologia del bacilo.

Se hizo por tincidn de Gram, ya que esta técnica de colora-
cion ademds de diferenciar los microorganismos en dos grandes grupos:
Gram positivos y Gram negativos, también permite ver la forma y ta-

mafo de la célula vegetativa,

- Observacidn de la morfologia del esporangio.

Se hizo por tincién de esporas siguiendo el método Wirtz
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CITRATOS (+)

m

ALMIDON (-}

ALMIDON (+)

ALMIDON (-)

ALMIDON (+)

CLASIFICACION DE DACILLUS POR PRUEBAS BIOQUIMICAS Cuadro [3-1

(B. coagulans :_..cm,

Acidifica glucosa B. brevis Cilr {(-)
B. laterosporus Indol (+)

N

. gelatina (+) B. pulvifaciens (1)
ﬁz:..m,cm *+) ﬁ gelatina (-} B, pasteurii {111}
No Acidifica glucosa
B. badius (1)

N ( Mitratos {-) _H B. _sphaericus (III)

/
( gelatina (-) ﬁm:.Mu MJ_ M nm::.ﬂ
Nitratos (-) rea (- ._coapulans
L gelatina {+) B alvei
r Proteolisis (+) B. polymvxa
+ Z_polymyxa
VP(+) Proteolisis (-) B. coagulans
. NManitol (+) B. macerans
+
Nitratos (+) p..,nm:ﬂ“ﬂﬂ” Manitol (-) B. pantuthenticus
VP{-} Crece a £59 B. stearothermophilus
. Caseina (-) B. circulans
= = Aerobios hﬁwwm;a.: B- firmus

VP (+) B. pumillus
{11} B. brevis
VP () (111) B. sphaericus

ﬁ Aerobio B. subtilis

Nitratos (+) Anaerobio Manitol (+} B. licheniformis
facultativo . B. cereus VP (4}
A 1=
. Manitol {-) B. pantothenticus VI {.)
Nitratos (%} gelatina (+) DE. mepaterium

gelatina (-) DB. coagulans
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modificado (93) y se realizd a partir de cultivos de agar extracto de
suelo (2, 2.4.), después de incubar 72 horas a la temperatura de 300C,

Asf se vié el tamafio, forma y situacién de la espora.

- Movilidad. (46)
Se determind haciendo la siembra de cada cepa en agar mo-
vilidad (2. 2.4.), con hilo de cultivo, en picadura, y se incubd a la tem-
peratura de 309C durante 24 horas. Observando si el crecimiento se

extendi6 fuera de la picadura.

- Prueba de la catalasa (103)

Se empled la técnica en porta objetos, con agua oxigena-
da de 10 volumenes. Se consideraron bacterias catalasa positivas,
las que produjeron desprendimiento de oxigeno a partir del agua
oxigenada y negativas las que no lo producen.

En cuanto a las pruebas bioquimicas se han seguido las téc-

nicas de Buttiaux (46)

- Observacion del tipo respiratorio.

Se hizo sembrando con pipeta Pasteur, con movimientos he-
licoidales a lo largo del tubo de arriba a abajo y de abajo a arriba, en
medio VL, para cultivo en profundidad (2. 2. 2.), previamente regenera-
do y atemperado a la temperatura de 452C-502C. La incubacion se hi-
zo a la temperatura de 302C durante 24-48 horas.

-- Aerobio estricto: cuando sélo existe crecimiento en la parte
superficial del medio.

-- Anaerobio facultativo: cuando hay crecimiento a 1o largo de
todo el tubo.

-- Anaerobio estricto: cuando solo crece en el fondo del tubo,

-- Microaerofilo: cuando crece en una pequefia zona intermedia

proxima a la superficie, pero no existe crecimiento en la superficie.
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- Fermentacion de los azicares,

Se hizo en los siguientes azilcares: glucosa, arabinosa, xi-
losa, manitol, lactosa y sacarosa.
Con asa de cultivo se inoculd el microorganismo en picadura
¥y en el plano inclinado del medio de fermentacidn de azucares (2.2.4.).
Se incubé a la temperatura de 302C durante 1 a 6 dias. Se considerd
positiva la fermentacién de aziicares en los tubos que habfan virado el

indicador de violeta a -amarillo.

- Presencia de ureasa.

Se sembrd el microorganismo por picadura y por estria en
el plano inclinado del medio agar urea de Christensen (2.2.4.). Se in-
cubd a la temperatura de 302C durante 1 a 6 dias. La presencia de u-
reasa, que hidroliza la urea con formacion de amoniaco, se pusoc de
manifiesto’cuando el indicador rojo purpura vird a color rojo cereza
por un cambio de pH hacia la zona basica. Sin embargo se considera-
ron negativos cuando hay un cambio de color a amarillo debido a la pro-

duccidn de sustancias acidas a partir de la glucosa.

- Desaminacion de la fenil alanina.

Se sembrod el microorganismo por estria en superficie en
el plano inclinado del medio de agar fenil alanina (APP) (2.2.4.) y se
incubd a la temperatura de 302C durante 24 horas. El dcido fenil piru-
vico, producido por desaminacion de la fenil alanina, se puso de mani-
fiesto con solucién de cloruro férrico (2. 3.), anadiendo 5 a 6 gotas so-
bre el plano inclinado, y se considerd positivo cuando hay aparicidn de

color verde.

- Utilizacidn de los Citratos. -

Se observd inoculando el microorganismo en el plano incli-
nado de un tubo con agar citrato de Simons (2.2.4.}. Se incubd a la tem-

peratura de 302C durante 1 a 10 dias. Si el microorganismo utiliza los
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citratos se produce una alcalinizacidon del medio Y hay un cambio de co-
lor de verde a azul; en el caso de que no utilice los citratos del medio,

permanece de color verde.

- Hidrdlisis de la gelatina.

Se puso de manifiesto inoculando placas con medio agar ge-
latina de Frazier (2.2.4.). Se incubd a la temperatura de 302C durante
4 a 8 dias. Se considerd gelatinasa positivo, cuando al afadir sobre la
colonia fo:-mada,' el reactivo de la gelatinasa (2. 3.) se produce una zo-
na clara alrededor de la colonia, y negativa si no aparece esa zona cla-

ra.

- Hidrolisis del almidén.

Se observd inoculando el microorganismo en el centro de una
placa con medio agar almiddn (2. 2. 4.). Se incubd a la temperatura de
309C durante 1 a 8 dias. Se considerd positiva la hidrdlisis del almi-
dén, cuando al anadir 4 a 6 gotas de solucidén yodo-yodurada (2.3.) so-
bre la colonia desarrollada, aparecié una zona clara frente al color vio-

leta intenso que se produce cuando el almidén no ha sido hidrolizado.

- Digestion de la caseina.

Se observo inoculando el microorganismo en el centro de una
placa con medio agar caseina (2.2.4.) y se incubd a la temperatura de
30¢C durante 1 a 8 dfas. La digestion de la caseina se considerd posi-
tiva cuando alrededor de la colonia aparecia un halo claro, y negativa.

cuando no daba dicho halo.

- Produccidn de indol.

Se investigd inoculando el microorganismo en un tubo con
caldo de peptona (2.2.4.). Se incubd a la temperatura de 302C durante

24 a 48 horas. La presencia de indol se pusorde manifiesto cuando al
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afiadir 1 ml. de reactivo de Erlich (2. 3.) resbalando por las paredes
del tubo sin agitar, aparecid un anillo rojo en la zona de contacto en-
tre el reactivo y el medio de cultivo, y negativa si no daba este anillo

rojo.

- Produccion de acetoina.

Se investigd inoculando el microorganismo en un tubo de me-
dio de Smith (2.2.4.). Se incubd a la temperatura de 302C durante 48 ho-
ras. La produccion de acetoina se puso de manifiesto mediante la reac-
cidn de Barritt, afiadiendo 0,5 ml. de solucion de alfa naftol (2.3.) y
1 ml. de solucidén de hidrdxido sédico (2.3.), se agitd enérgicamente
durante 10 minutos. Si aparece color rosado la reaccidn es positiva y

negativa cuando no hay aparicién de color.

- Reduccidn de los nitratos.

‘Se investigd inoculando el microorganismo en un tubo de cal-
do nitratado (2.2.4.) y se incub6 a la temperatura de 302C durante 24
horas. Para investigar los nitritos se afiadid unas 3 a 4 gotas de solu-
cidén de dcido sulfanilico (2.3.) y de solucién de alfa naftilamina (2. 3.).
En caso positivo aparece una coloracidn rojo ladrillo; cuando no dié co-
loracidn se considerd negativa y se comprobd la presencia de nitratos

en el medio afiadiendo una pequefia cantidad de polvo de zinc.

2.4.7.2. Cocos Gram positivos.

Para su identificacion se hicieron las siguientes pruebas ge-

nerales:

- Observacion morfologica de la colonia:

Se realizé sembrando el microorganismo por estria en su-
perficie, con asa de cultivo, en el medio de agar triptona-extracto de
levadura (2.2.5.). Se incubd a la temperatura de 379C durante 24-48
horas. Se hizo la observacion de las colonias con lupa para observar

los diferentes caracteres morfoldgicos.
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- Observacién morfoldgica de la célula vegetativa.

Del mismo cultivo anterior se hizo tincién de Gram para

ver el tamano, forma y agrupamiento.

- Prueba de la catalasa,

Descrita en 2.4.7.1. Mediante esta prueba se han diferen-
ciado los microorganismos en: catalasa negativa (Streptococcus) y ca-
talasa positiva (Staphylococcus y Micrococcus).

2.4.7.2.1. Familia Micrococaceae.

La diferenciacion de los géﬁeros Micrococcus y Staphylococcus

se ha realizado siguiendo los criterios de Baird~Parker (9) (10) (11) (12)
Evans y Kloos (74), Kloos y Schleifer (118) (119), Schleifer y Kloos
(173) (174) y del Comité Internacional de Sistematica (112), que se basan
en la determinacidn de la capacidad oxidativa o fermentativa de la gluco-
sa, en la gensibilidad o no a lisostafina y en la produccidn de dcido a par-

tir de glicerol.

- Fermentacidn anaerobia de la _glucosa.

Se sembraron dos tubos de medio Hugh-Leifson modificado
por Baird-Parker (11) (2.2.5.), con pipeta Pasteur de abajo a arriba
y con gran cantidad de indculo a partir de un cultivo de 24 horas en cal-
do infusién cerebro-corazon (2.2.5.). El medio previamente se habia
regenerado y atemperado a 452C-502C. Inmediatamente después de sem-
brados se enfriaron los dos tubos y uno de ellos se recubrié con vase-
lina estéril. Se incubaron a la temperatura de 372C durante 1 a 5 dias.

La produccidn de dcido a partir de glucosa por via fermen-
tativa se observd en el tubo recubierto con vaselina, por un cambio de
color en el indicador y la produccidn de acido a partir de la glucosa por
via oxidativa se vi6 en el tubo sin recubrir, igualmente por un cambio

de color en el indicador de violeta a amarillo,

- Tipo de crecimiento en medio tioglicolato (74).
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Antes de sembrar el medio se elimind el oxigeno disuelto
en él por ebullicion y se atempero a la temperatura de 452C-502C. Se
inoculé el medio con una gota de un cultivo de 24 horas en caldo infu-
sién cerebro-corazoén (2. 2,5.), y después de sembrar se dejé solidifi-
car a la temperatura del laboratorio. Se incubd a la temperatura de
379C durante 3 a 7 dias. Esta prueba se sembro para las cepas no fer-
mentadoras de la glucosa y las que dan una fermentacion débil. Los re-
sultados del crecimiento se observaron a la luz de una ldmpara y se

anotaron la localizacion y la intensidad de las zonas de crecimiento.

- Sensibilidad a lisostafina (124)

Se utilizd un cultivo de 18-24 horas en caldo infusién cere-
bro-corazén (2.2.5.). Se observo la sensibilidad a lisostafina ponien-
do en un tubo 0,1 ml. de tampdn fosfato 0,02 M (2.3.) y 0,1 ml. del
cultivo en caldo infusién cerebro-corazon (2.2.5.) frente a un tubo tes-
tigo que contenfa 0,1 ml. del tampon fosfato 0,02 M (2.3.) y 0,1 ml.
del caldo infusidén cerebro-corazoén (2.2.5.). Se incubaron a 372C y la
observacién del resultado se hizo cada 30 minutos dandose por ne-
gativa la prueba cuando al cabo de 24 horas no existia aclaramiento,

frente al testigo que permanecia turbio.

- Produccidn de dcido a partir de glicerol (173)

Se inocularon placas del medio glicerol-eritromicina (2. 2.
5.) con asa de cultivo por estria en superficie, a partir de un cultivo
de 24 horas en caldo infusion cerehro-corazoén (2.2.5.). Se incubaron
a la temperatura de 372C durante 1 a 5 dias. ,

Se consideré positiva 1la produccidén de dcido a partir del
glicerol cuando habia un cambio de coloracién de violeta a amarillo,
alrededor de las colonias, y negativa cuando el medio no cambio de

color.

2.4.7.2.1.1, Micrococcus.
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Las especies de este género se identificaron segin la clasi-
ficacion de la 82 edicién del Manual Bergey (37), y Kloos (120) reali-

zandose las siguientes pruebas:

- Produccién de amoniaco a partir de arginina (9)

Se inoculé el caldo arginina (2. 2.5.) con pipeta Pasteur de
un cultivo de 24 horas de caldo infusién cerebro-corazon (2.2.5.) . Se
incubé a la temperatura de 372C durante 24 horas. La produccién de
amoniaco se detecté tomando 1 ml. del medio incubado y afiadiendo 0, 5
ml. de reactivo de Nessler (2.3.). En caso positivo aparecidé una colo-

racién anaranjada.

- Sensibilidad a novobiocina (5 microgramos) (119)

Se inocularon placas de medio agar P (2. 2. 5.) depositando
con pipeta Pasteur una gota de un cultivo de 24 horas en caldo infusidn
cerebro-corazén (2.2.5.) y encima de la gota se deposit6 un disco de
novobiocin;a de 5 microgramos. Se incubaron a la temperatura de 37¢C
durante 24 horas. Se consideraron resistentes a novobiocina cuando el

diametro de inhibicion fue de 1 a 5 mm.

- Produccion de dcido a partir de xilosa { 119)

Se empled el medio para la fermentacion de la xilosa (2. 2.
5.). Se inoculd, con asa de cultivo por estria en superficie, incubdndo-
se a la temperatura de 372C durante 24-48 horas. La fermentacion de
la xilosa se puso de manifiesto cuando aparecia un cambio de colora-

cidn en el medio de violeta a amarillo.

- Pigmentacién.
La pfoduccién de pigmento de las distintas cepas, se obser-
vo en placas con agar triptona-soja (2.2.1.) incubadas a 302C durante
72 horas.
El pigmento rosa se puso de manifiesto sembrando las ce-
pas por estria en superficie en placas con el medio utilizado para ver

la producciodn de fosfatasa e incubando a 309C durante 3 dias (165)
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Coagulasa

L ()

(+): S.aureus

—_—

ESQUEMA DE KLOOS ¥ SCHLEIFER (1975) (119} Cuadro il - 2

Xilesa y/o Arabinusa {+): S. xvlosus

Xilosa y/o Arsbinosa (-)

_

Trehalosa (+): S.cohnii

Sacarosa (-)

Trehalosa (-): §. capitis

Maltosa (-): S capitis

AMaltosa {+): & epidernadis

Trehalosa |-}

Sacarosa (+)
Xilitol {(+}: S.saprophyviicus

Trehalosa {+) Nitratos (-): 5. warneri

Xilitol(-] Hemolisis ()]
Fructnsa [-!
Nitratosi+)
Hen-oltsis (-}

Fructosa {+)

S.haen olvticus
PIRILALEC A L

\iaftosa (+): S

Maltosa {-]: S.simulans
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2.4.7.2.1.2. Staphylococcus.

Las especies de éste género se identificaron segiin la cla-
sificacion de Kloos y Schi¢ifer (118) Schleifer y Kloos (174) y Baird-

Parker (12) realizdandose las siguientes pruebas:

- Prueba de la coagulasa (103)

En un tubo de hemolisis se suspendieron 0, 5 ml. de un cul-

tivo de 24 horas en caldo infusidn cerebro-corazén (2.2.5.) y luego se
afiadio 0,5 ml. de plasma coagulasa. La incubacién se realizd a la tem-
peratura de 372C durante 3 a 18 horas. Se consideraron positivos log

tubos que presentaron coagulacion en este periodo de tiempo.

- Hemdlisis en sangre bovina (119)

Se inocularon placas de agar sangre bovina (2. 2.5.) con
asa de cultivo por estria en superficie, a partir de un cultivo de 24 ho-
ras en caldo infusion cerebro-corazon (2.2.5.). Se incubd a la tempe-
ratura de 372C durante 1 a 5 dias, para observar los distintos tipos de
hemdlisis.

. Hemdlisis beta: aparicién de zona clara alrededor de la colo-

. Hemdlisis alfa: aparicion de una zona verdosa alrededor de
la colonia, después de la incubacion a la temperatura de 37¢C durante
24-48 horas, seguido de una incubacidén durante 18 horas a la tempera-

tura del laboratorio.

- Sensibilidad a novobiocina.
Descrito en 2,4,7.2.1.1,

- Prueba de la DNasa termoestable (123)

Se inoculd el medio del ADN (2.2.5,) con un cultivo de 24
horas en caldo infusion cerebro-corazon (2.2, 5.), que previamente se
habfa calentado durante 30 minutos en agua hirviendo. Con-sste cul-
tivo calentado se impregnaron discos estériles, que se depositaron

en la superficie de la placa con la ayuda de pinzas estériles. Se incu-
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bo a 372C y la observacion de los resuttados se hizo a 1,2,4 y 24 ho-
ras; considerandose positiva la prueba cuando se formo un halo rosa
tipico de 1-3 mm. alrededor del disco, que indicé la presencia de nu-

cleasa termoestable,

- Ferme ntacion de azucares,

Se siguié la misma técnica empleada en la identificacion de
micrococos, para investigar la produccion de dcido a partir de xilosa
(2.4.7.2.1.1.).

Se realizé enlos siguientes azicares: fructosa, manosa,
maltosa, lactosa, trehalosa, manitol, xilitol, xilosa y sacarosa, La

concentracion final de los diferentes azlcares en el medio base fue 1%.

- Presencia de ureasa.

Se hizo igual que la prueba descrita en (2.4.7.1.) para la

identificacion de Bacillus.

- Produccién de acetoina.

Se hizo igual que la prueba descrita en (2.4.7.1.) para la

identificacion de Bacillus.

- Reduccién de nitratos.

Se hizo igual que la prueba descrita en (2.4.7.1.) para la

identificacion de Bacillus.

- Produccién de fosfatasa (119)

Se sembraron placas, con el medio P adicionado de difos-
fato de fenolftaleina (200 microgramos/ml.), por estria en superficie.
Se incubd a 372C durante 24 horas. La interpretacion del resultado se
hizo exponiendo las placas con crecimiento a vapores de amoniaco. Se

considero positivo en el caso de que las colonias se vuelvan rosas.

2.4.7.2.2. Streptococcus.

Para la identificacion de las cepas de estreptococos se han

seguido los criterios de la 82 edicién del Manual Bergey (37) y los me-
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todos de Buttiaux ( 46)

- Crecimiento a 109C y 452C.

Se sembro la cepa en un caldo glucosado (2. 2.6.). Se incubd
durante 48 horas a las temperaturas de 102C y 452C, y después se ob-

servd la presencia o ausencia de crecimiento.

- Crecimiento en leche de Sherman.

Se inoculo el medio de cultivo leche de Sherman (2. 2. 6. ),con
la cepa a estudiar y se incubd 24-48 horas a 379C, Se considerd positi-
vo el crecimiento cuando se decoloré el azul de metileno y hubo coagu-

lacion de la leche.

- Crecimiento en 40% de bilis.

Se inoculd la cepa a estudiar en agar sangre con 40% de bilis
de buey (2.2.6.). Se incubd durante 48 horas a 372C y después se obser-

vo la presencia o ausencia de crecimiento.

- Crecimiento en caldo con 6, 5% de cloruro sédice.

Se inoculd la cepa a estudiar en caldo con 6, 5% de cloruro
sodico (2.2.6.). Se incubé durante 48 horas a 372C y después se obser-

v0 la presencia o ausencia de crecimiento.

- Resistencia al calor.

A partir de un cultivo de 24-36 horas en caldo glucosado ge
sembrod por estria en superficie la mitad de una placa de agar sangre
(2.2.6.). Después la suspension del cultivo se calenté a 602C durante
30 minutos, y se sembrd la otra mitad de la placa, por estria en super-
ficie, Se incubd durante 24 horas a 379C y se observd la presencia o au-
sencia de crecimiento en la mitad de la placa que se habia sembrado con-

cultivo calentado.

- Fermentacion de los aziicares.

Se inoculd el medio de fermentacién de azicares, que conte-

nian arabinosa o sorbitol, con pipeta Pasteur, a partir de un cultivo de
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24 horas y después se recubrio con parafina estéril y se incubd a 372C
durante 4 dias. Se consideré positiva la fermentacién cuando aparecié

un viraje del indicador a color amarillo.

- Hidrolisis de la esculina.

Se inoculd la cepa, con asa de cultivo por estria en super-
ficie, y se incubo a 372C durante 24 horas. Se considerd positiva la
prueba cuando por desdoblamiento de la esculina, en glucosa y escule-
tina aparecio coloracién pardo oscuro, debido a la reaccidn del hierro

con la esculetina.

- Hidrdlisis del hipurato .

A partir de un cultivo de 24 horas, se inoculd el caldo hipu-
rato y se incubd durante 4 dfas a 379C. Se considerd positiva la hidré6-
lisis del hipurato a benzocato, cuando al afiadir a 1 ml. de cultivo, la
cantidad d:e 0,2 ml. a 0,5 ml. de solucién de cloruro férrico, agitindo

rapidamente aparece un precipitado denso, que no se redisuelve.

2.4.7.3. Hongos.
Se ha seguido la clasificacion de Barnett {16) Ajello (2) y

"Committe on continuing education American Society for Microbiology'(52).
Durante el aislamiiento ya se han obtenido algunas ideas so-

bre su morfologia en el medio OGA. Pero es imprescindible hacer una

descripcién exacta y completa del hongo, ya que para su identificacidn

sélo se emplearadn caracteres morfoldgicos, segun las siguientes téc-

nicas ( 3) (179) :

- Observacidon macroscopica por cultivo en placa.

l.as colonias aisladas se inocularon, con asa micolégica, en
una placa de agar Czapek-Dox (2.2.2.) e incubaron a la temperatura de
259C durante 5 dias. Los cultivos se examinaron diariamente anotando

las siguientes caracteristicas:
. Grado de crecin.iento determinando el diametro real de la co-
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lonia.
. Color de la colonia y cambios de color producidos en el medio.

. Aspecto, textura superficial y olor.

- Observacién microscopica por cultivo en placas.

-- Examen de cultivos vivos en seco:

Lag placas Petri se colocaron horizontalmente en posicidn
normal observando las colonias con lupa. Se anotaron la forma, color
y tamano de las cabezas esporoforas, el origen de los conidiéforos y
la disposicion de las cadenas de esporas, ya que tienen un valor diag-

néstico considerable.

-- Examen de preparaciones en portaobjetos:

De la placa con medio agar Czapek-Dox (2.2.2.) donde se
habfa desarrollado bien la colonia, se tomé un fragmento con el asa mi-
colégica y se deposité en un portaobjetos en el centro del cual se depo-
sité una gota de azul de lactofenol (53) (2.3.). Se calentd cuidadosamen-
te y se colocd encima el cubreobjetos.

La observacion se hizo en un microscopio con objetivo seco
de 40x. Se anotaron las caracteristicas de: las hifas (color, presencia
de septos), de los esporangios (color, tamano, forma) y de las esporas

(color, tamano, forma y disposicidn)

-- Microcultivo: se realizd segin el método original de Riva-
lier y Seydel de 1932 modificado (129).

Se prepard una placa conteniendo una lamina de papel de fil-
tro y un tubo acodado, donde se apoya un portaobjetos, y un cubreobje-
tos, esterilizando todo el conjunto por calor seco.

Como medio de cultivo se utilizd indistintamente agar Cza-
pek-Dox (2.2.2.) y agar Sabouraud (2. 2. 2.) poniendo una ldmina muy
fina, en una placa estéril, se tomd con el asa micolégica un cuadra-

2

dito de 1 cm?, y se deposito en el portaobjetos, después se sembrd el

moho a estudiar y encima se coloco el cubreobjetos. Para mantener
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una atmosfera con humedad suficiente se aftadid un poco de agua desti-
lada estéril sobre el papel de filtro. Se incubd a la temperatura de
252C durante 2 a 5 dias.

La observacidon del microcultivo se hizo trasladando el cu-
breobjetos a un portaobjetos limpio y poniendo una gota de azul de lac-
tofenol (2. 3.). Se utilizo un objetivo seco de 40x.

Esta técnica tiene la ventaja de poder observar con claridad
la iniciacién del crecimiento del moho, formacion de hifas e implanta-

cion de las esporas, que suelen ser una caracteristica de cada género.
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3.1.- CONTAMINACION MICROBIANA DE LOS MEDICAMENTOS.

Los datos experimentales se han obtenido del estudio de la con-
taminacién microbiana de 108 medicamentos que corresponden a especia-
lidades farmacéuticas, no estériles de administracidn oral, procedentes
de diferentes laboratorios nacionales y multinacionales, que han sido co-
mercializados en Espana. Las formas farmacéuticas a las que correspon-

den son:

33 comprimidos del nimero 1 al 33
14 grageas del nimero 34 al 47
23 capsulas del nimero 48 al 70
13 jarabes del nimero 71 al 83
15 soluciones del nimero 84 al 97 y 108
9 polvos y granulado del numero 98 al 106

. 1 extracto fluido el nimero 107,

Los resultados de la contaminacién microbiana de cada una

de las muestras de los medicamentos se expresan en la tabla III-1.

En los medicamentos del 1 al 70 y 98 al 107, que correspon-
den a las formas sélidas, se realizd:

- Recuento de bacterias aerobias viables y esporuladas mesé-

filas por los métodos de placa y NMP.

- Recuento de bacterias anaerobias viables y esporuladas me-

sofilas, por el método de placa.

- Recuento de mohos y levaduras, por el método de placa.

En los medicamentos del 71 al 97 y 108, que corresponden
a las formas liquidas, se realizo:

- Recuento de bacterias aerobias viables y esporuladas me-

gbfilas, por los métodos de placa, NMP y filtracidn.

- Recuento de bacterias anaerobias viables y esporuladas

mesdfilas, por los métodos de placa y filtracidn.
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- Recuento de mohos y levaduras, por los métodos de placa

y filtracién.

El medicamento 108 no se realizd por el método de filtracién,
debido a que el volumen era reducido.

Se ha expresado la ausencia de contaminacién microbiana, en
el caso del método de recuento en placa como menor de 10, ya que indi-
ca que hay un numero de bacterias inferior a la menor dilucién sembrada,
y por el método del NMP se expresa como menor de 3, que indica que hay
un nimero de bacterias inferior al nimero de tubos sembrados por serie;

siguiendo los criterios de A.P. H. A, (4)

- En bacterias aerobias viables las cifras de contaminacidn
fueron de 15 a 31, 258 por el método de placa y de 4 a 24, 000 por el mé-
todo del NMP.

¢ Para bacterias aerobias esporuladas estos valores han si-
do de 15 a 32. 586 por el método de placa y de 4 a 11, 000 por el método
del NMP.

- En bacterias anaerobiasg viables las cifras de contamina-

cién microbiana fueron de 15 a 850.

- Para bacterias anaerobias esporuladas de 15 a 670, por el
método de placa.
Los valores obtenidos en anaerobios han sido los mas bajos

de todos los recuentos de microorganismos.

-El nimero de mohos v levaduras ha variado de 15 a 1.950,
con excepcion de dos muestras de comprimidos, 21y y 21p, que han

presentado valores mas elevados: 52.720 y 90. 340 respectivamente.

Como comentario general hay que indicar que no se han ob-
tenido valores muy altos de contaminacidon microbiana, salvo en algunas

’ r
muestras. Asi tenemos que el 50, 82 % de estas tenian ausencia de conta-
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minacidén por bacterias y con cifras inferiores a 100 bacterias por gra-
mo o mililitro el 26, 23%. En cuanto a la contaminacién fiingica presenta-
ban ausencia el 88,88% y el 6, 15% tenian valores inferiores a 100 hongos
por gramo o mililitro.

También se ha realizado en todas las muestras de medicamen-
tos la investigacion de la presencia de bacterias patogenas e indicadoras

de contaminacién fecal como: Salmonella, Shigella, S.aureus, Ps.aerugi-

nosa, E.coli y S.faecalis. A pesar de haber realizado cultivos de enri-

quecimiento, en los medios adecuados, para la deteccion de estos mi-
croorganismos, todas las muestras han presentado ausencia de estas bac-

terias.
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-

Contaminacion microbiana de los medicamentos,

Tabla III-1-

.

pH, tipo de envase y grupo terapeutico.

oonnadeas) odnan

aseaua ap odip

P,

ud

NUMERO DE MICROORGANISMOS / g

(eoerd opojaur)
ssanpeaaT £ SOyoW

<10

<10

<10

<10

<10

<10

< 10

€10}2,5

<10

40

85

<10

<10

<10

<10

;

(eoe1d opojour)
sopeiniodss so1qodaBuy

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

(eoe1d opojgu)
S91qelA S01q0I3BUY

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

{dN opolaun)
sopenJdodss S01q0daY

<3

<3

<3

<3

<3

<3

<3

<3

<3

<3

<3

<3

<3

<3

(eoerd opojgu)
sopeJdodss so1qoJday

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

23

40

<10

<10

<10

(dINN opolaw)
§3[qe1n S0IqOJIay

<3

<3

<3

<3

{3

<3

<3

<3

<3

<3

<3

<3

<3

<3

<3

(eoerd opojgur)
§91qe S01qOIaY

<10

<10

<10

<10

(10

<10

10

<10

<10

<10

50

52

<10

<10

<10

VdLSINNW

OINEWVOIGIIN
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odungdeda) odnan

A.Ac

aseaua ap ody]

Hd

NUMERO DE MICROORGANISMOS [/ g

{ederd opojpuw)
selnpeaa] £ SOyol

68

75

52

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

15

<10

(soe1d opojow)

|sopeinaodsa sorqoderUY

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

£10

<10

<10

{eoed opolpw)
§3[QelA S0TqOJdRUY

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<19

15

<10

20

(dWN opojeu)}
sopen.Jodss s801qoday

<3

<3

25

<3

<3

<3

25

25

25

<3

<3

<3

75

25

150

{eoerd opojpu)
sops[nJodsa 801qOI3 Y

<10

10

<10

<10

<10

<10

¢10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

15

25

(dN opojgur)
Sa[qer SOIqoday

<3

<3

240

{3

{3

<3

300

43

28

<3

<3

<3

1100

150

150

{(eoeyd opojow)
S3[qeIA SOIq0IdY

<10

35

{410

10

{10

<10

£10

<10

<10

<10

<10

45

25

15

Tabla III-1- (continuacidn)

VHdLSENW

OLNTNWVIOITIIN

Al «ilo

10
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{continuacion)

Tabla III-1-

oonnadeday odnad

A.Ac

A .Di.

aseaus ap odiL

P,

B.

Hd

3

NUMERO DE MICROORGANISMOS / g

(eoerd opojaw)
seinpead] £ SOYo

<10

<10 16,5

<10

<10

<10

<10

<10

<10 1}6,5

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

(eoe(d opojowr)
{sope(naodss sotqodaruy

<10

<10

<10

60

<10

<10

35

15

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

(eoe1d opojpur)
§3[qelA SOTqOJ3eUY

<10

<10

<10

45

<10

20

27

25

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

(dWN opoigu)
sopeiniodss sojqoday

43

43

93

240

240

93

240

240

28

<3

<3

<3

<3

<3

<3

(eoe1d opojpwr)
sope[nlodsa so1qoday

15

<10

21

20

<10

<10

35

30

30

<10

<10

<10

'£10

<10

<10

(dIN opojou)
S31qelA BOIGOIdY

93

93

460

240

150

460

240

460

28

el

<3

< 3

<3

<3

<3

(eoe1d opojgw)
S3IqelA S01qOJdY

15

22

35

40

15

20

50

60

£10

<10

<10

£10

<10

<10

<10

VHISENW

OININVIITH N

11

12

13

14
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(continuacidn)

Tabla II1-1-

oomngdeta) odnan

Vi

A.Es

Vi,

A.Ac,

aseaua ap 001}

al.

Hd

6,5

6, 5

NUMERO DE MICROORGANISMOS / g

(eoerd opojpw)
sBInpeaa ] £ SOYo N

<10

£10

<10

15

<10

<10

<10

<10

£10

£10

10

10

410

<10

£10

(edoe1d opojou)
oncﬂznoamw s01qOoJdRUY

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

Z10

<10

<10

<10

<10

(eoerd opojaur)
S9]QRIA SOIqOJaruy

<10

£10

€10

<10

<10

Z10

30

<10

<10

<10

<10

<10

<10

410

<10

(dWN opojow)
sopemaiodsa BOIGOIa Y

<3

<3

<3

<3

28

<3

<3

<3

<3

<3

<3

<3

28

28

28

(eoerd oporau)
sopemJaodsa 501qod9 Y

<10

<10

<10

50

<10

85

103

183

30

<10

<10

<10

<10

<10

[To]

(4N opolau)
§3[qe1A S01q0IaY

<3

<3

28

<3

28

<3

<3

<3

28

240

460

(eoerd opojpu)
83[qeIA 501q0JaYy

<10

<10

<10

250 | L100

<10

£10

<10

370

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

VHLSHANW

OLNIWVDITHIN

A

C

16

17

18

19
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Tabla III-1- (continuacion)

odynadeas; odnapn

A.Es

A.Esg

aseau? ap odilL

v.

nd

.

7

NUMERO DE MICROORGANISMOS / g

{eoerd opojaw)
selnpeasa ] £ soyol

52720

<10

<190

<10

<10

<10

<10}

<10

72

215

10

< 10

<10

<14

(eoerd opojowr)
jsopeiniodsa sorqodavUy

<10

<10 {90340

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

10

25

62

<10

<10

<10

(eoerd opojaw)
S3[QelA S01qOJdBUY

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

30

30

80

<10

<10

<10

{dINN opoiauu)
sope[nJodsa s501qoidy

43

150

<3

<3

<3

<3

<3

<3

460

240

93

23

(eoeid opojaur)
gsope[nJdodsa sO1qolay

150

<10

<10

<10

<10

<10

<10

157 | 2400

30

132

40

25

(dIN opodw)
531qelA §01q0daY

93 32586

460116280

5

<3

<3

<3

<3

<3

<3

2400

2400

2400

460 <10

93]
240

(ederd opojus)
83[qelr SOIqoIa Y

15851

65

<10

<10

<10

<10

<10

<10

975

1117

850

<10

<10

50

VHISHNW

OLNTFWVYDIdIIN

A 31258

B

B

A

21

22

23

24

25
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(continuacion)

Tabla I1I-1-

oonnadeds; odnan

Esd

aseaua ap ody],

S,

Hd

y 2

7

NUMERO DE MICROORGANISMOS / g

(eoerd opojsu)
seanpeAaa] £ soyon

<10

<10

<10

<10

<10 |6

<10

<10

<10

<10

<10

£10

£10

<10

<10

<10

{(eoerd opojswr)
|sopeindodsa solqodasuy

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

{eoe(d opojou)
S§9[qeIA SOTqOlaeUY

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

£10

(dWN opoipwi)
sopelnJdodsa so1qoIay

<3

<3

23

<3

<3

<3

23

23

23

23

43

23

(eoerd opoigw)
sopenaodsa so1qoday

<10

<10

<190

<10

£10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

(dINN opojaur)
$9[qels 801q0JIdY

<3

<3

9

£3

<3

<3

23

23

23

93

43

43

4

9

9

{eoerd opojaw)
S3IgEIA S01qOJIdY

<10

<10

<10

VHISHNW

OLNHWVOIdIN

C | <10

A | <10

B | <10

A | <10

c | <10

Cc ] <10

A | <10

cl <10

26} B | <10

27

28{ B | <10

29] B | <10

30] B | <10
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.

{continuacion)

Tabla III-1-

oonngdeda) odnan

Vi,

A.As,

A.Ac|

Ah.

aseaua ap odr],

3.

B.

B.

pgd

3

NUMERO DE MICROORGANISMOS / g

(eoerd opolsw)
seanpeaad ] £ soyow

<10

<10

<10

<10

<10 |6,5

<10

<10

<10 17,5

<10

<10

<10 |6,5

<10

<10

<10 {6,5

15

{eoe1d opojaur)
jsopet niodse sorqoaseuy

80

82

160

£10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

45

67

67

(eoerd opojpur)
§91Q®lA SOIqOddBUY

25

<10

<10

<10

<10

25

55

30

(dWN opolgw)
sopeindodsa $01qoId Y

460| <10

1100

2400} <10

<3| €10

<3

<3] <10

460 <10

43

43

23| <10

23} <10

23

4600

2400

1100

(e>81d opoiaw)
sopenJdodsa soiqoday

265

15

262

<10

<10

<10

30

<10

20

<10

<10

<10

570

1177

1576

(dINN opojaux)
S3]qeln S01qoJay

2400

2400

2400

<3

<3

<3

43

43

93

23

23

23

460

1100

(ederd opojou)
S3]qels S01qoJday

35

35

165

<10

<10

<10

20

20

120

<10

<10

<10

490

330( 1100

1040

VHLSINN

OLNTWVOIATIN

B

C

31

32

33

34

35
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(continuacidn)

Tabla I11-1-

oonnadeas; odnan

Vi.

At

Es.

aseAus ap odr]

P

ud

8,5

7

NUMERO DE MICROORGANISMOS / g

(eoerd opoigw)
seanpeaaT £ SOYON

<10

<10

<19

<10

<0 7,5

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

(eoerd opoigu)
sope[nlodsa sorqodavuy

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

{eoerd opoypuu)
. S9]QelA SOIqOJIBUY

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

{dWN opoigur)
sopem.odsa S01q0JI3 Yy

<3

<3

<3

9

9

<3

<3

<3

93

240

460

23

23

23

(ederd opojaw)
sopemulodsa solqoday

<10

<10

<10

<10

. <10

<10

<10

<10

<10

35

102

225

<10

<10

<10

(dN opoldw)
Sa[qe1r SOIqoday

<3

<3

<3

9

23

23

23

<3

<3

1100

1500

460

23

43

460

(eoerd opoypuw)
Sajqen sorqoJday

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

35

215

361

<10

<10

45

VH4ILSHNN

OLNTAVIIAEIN

36

37

38

39

40




- 129 -

Tabla III-1- (continuacién)

oonnadeda) odnan

Es.

vd.

aseaus 9p od1i]

nd

6,5

NUMERO DE MICROORGANISMOS /[ g

{eoe1d opojau)
seanpead] £ soyoN

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

{10

<10

<10

(eoerd opojow)
soperndodss s01qodaBUY

15

35

15

<10

<10

<10

<10

<10

<10

60

20

35

240

140

(ederd opojpw)
S31QElA 501q0l3BUY

20

45

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

90

32

40

200

240

147

(dWN opojaw)
sopemdodsa soiqolay

210

- 93

15

<3

<3

<3

<3

<3

4600

(ederd opojour)
sope[nliodsa sorqoday

45

75

30

<10

<10

<10

<10

<10

<10

4250111000

3550{ 11000

1026] 11.000

1370] 11000

1501

13051 11000

(dWN opojaw)
S97qQe SOIqOIdY

2100

1100

460

9

23

<3

<3

<3

11000

4800

2400

(ederd opojgur)
S3IQBJA SOTQOIdY

67

150

55

£10

<10

<10

<10

<10

<10

4540 111000

5845 {11000

2207

1570 | 11000

941

651

VdISENIN

OLNIWVOITIIN

A

A

B

C

A

B

41

42

43

44

45
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(continuacidn)

Tabla III-1-

oonnadeds} odnan

Col.

Vi,

aseAus ap odr],

Hd

6,5

7

5,5

6

NUMERO DE MICROORGANISMOS / g

(eoerd opojaur)
seanpeaa] £ soyoly

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<lo

<10

<10

<10

£10

<10

25

80

70

(soeld onSwEv
[sopernlodsa solqodasuy

<10

<10

<10

<10

<10

<10

15

15

Z10

<10

<10

(eoerd opojaw)
s3[qelr §01qoJdaBUY

<10

<10

<10

<10

<10 § £10

<10

35

150

35

<10} <10

<10| <10

<10

£10

<10 <10

<10

(dWN opojau)
sopeindodss sojqoday

43

23

23

43

43

23

460

460

240

<3

<3

£3

43

<3

<3

(ed81d opojpw)
sopern.todse soiqoday

<10

<10

20

20

30

25

340

552

305

<10

<10

<10

<10

<10

£10

(dINN opojaur)
53[qEIA S0Iq0IdY

150

240

43

43

43

1100

1100

460

<3

<3

<3

< 3

< 3

<3

(edw1d opojpur)
89[qQEIA BO1qOJDY

15

20

<10

75

77

611

648

397

<10

<10

<10

£10

<10

<10

VHISENNW

OLNIWVIITIIN

B

46

47

48

49

50
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(continuacion)

Tabla I1I-1-

oonnadela odnan

vp.

Di.

A.Ej

aseaua ap od1l,

A%

pd

6

1

NUMERO DE MICROORGANISMOS / g

(ederd opojour)
sednpeaa £ soyo

<10

<10 15,5

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

(eoetd opojoui)
sopeinlodgs solqolasuy

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

15

<10

< 10

<10

(eoerd opojowr)
SalqelA S01qOoJaRUY

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

20

15

<10

<10

<10

<10

(dIWN opojaw)
sopemaodsa s01qoday

<3

<3

<3

93

23

43

<3

<3

<3

2100

11000

11000

43

23

43

(eoerd opojaur)
sopeinaodss 5019043V

£10

£10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

807

1066

<10

<10

<10

(dINN opolau)
S91G8IA 501qOI3Y

<3

<3

<3

240

43

93

<3

<3

<3

93

43

64

(ederd opojpur)
solqerns 501q0day

<10

£10

<10

<190

<10

£10

<10

<10

<10

1250111000

96824000

5260124000 2325

<10

<10

<10

YHISINW

OLNTNWVIOIIIIN

C

A

B

C

51

53

54

55
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P
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(eoerd opojowt)
sednpead ] £ soyoiN

<10

20

<10

<10

<10 15,5

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

(eoe1d opojgw)
{sopeindodsa sorqolsBUY

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

55

20

35

<10

<10

<10

(eoerd opojpw)
s31qels 801qoIaBUY

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10
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70
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<10
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{dWN opolaur)
sopem.lodss 801qoI2 Y

23

23

23

460

93

93

<3

<3

<3
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93

93
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<3

<3

(ede1d opojgur)
sopeIndodsa soigoday

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

350

370

300

<10

<10

<10

(dIN oporgw)
S8IQE¥IA S§01qOIdY

240

93

43

93

43

23

<3

<3

<3
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(eoerd opoiswr)
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<10

<10

<10

<10
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<10

650
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430

<10
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VHLISENNW

OLNTAVIIATIN

56
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(eoerd opolaw)
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<10
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<10
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AN A ﬁ AN T L e Aerobios esporulados g
© © oo © o|lo o 3 [{método placa) =
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& © o |5 ® 5 |~ A A |Aerobios esporulados 3
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o = I LX) © o o o o |{metode filtracion) 5
. (@]
A A A A A A A A A |Anaerobios viables 8
5 2 2512 2 2 |2 = = l{método placa) g
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— [ — - - Pt — — — . . . 2
o © o |Jlo o o jlo o o | (meétodo filtracion)
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® ® @ MEDICAMENTO
Aalu{irlaolw »lalw » | MUESTRA
ACA AN AN AT A A Aerobios viables
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A A AlAa A A]lA A A ]Aerobios viables
[ - — — - — — — - .
o © olo o o|le o o |(método placa)
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<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

(dWN opoipw)
sope[ndodsa $01qoIdY

<3

43

<3

<3

<3

75

43

43

<3

<3

<3

(eoerd opojpw)
sope[mJdodse s01qoday

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<190

15

15

20

<10

<190

<10

(dINN opojgur)
Sa[qem S01qo1ay

23

23

93

<3

<3

<3

<3

<3

93

93

93

<3

<3

<3

(eoerd opojpu)
S3]qelr SOIqOIdY

20

15

<10

15

<10

<10

<10

<10

<10

35

<10

<10

<10

VHISENW

OINFNVIITIIN

B

98

99f B

10d B | <10

h 01

1020 B | <10
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’

{continuacion)

Tabla III-1-

oonnadeda; odnan

A Ac

A Ac]

CR.

Lax.

aseaua ap odrl,

S.al

S.al| Vi.

V.,

gd

NUMERO DE MICROORGANISMOS / g

(eoerd opoigur)
seanpead] £ soyoN

<10

<10 17,5

<10

50

825

753

<10

<10

<io

<10

<10 4,2

<10

500,

570 [ 4,5

1050

(eoe1d opojaw)
Wovﬂ:uoamo solqodaeuy

50

20

25

<10

30

<10

<10

<10

<10

£10

<10

290

670

615

{eoerd opojau)
S3[CEIA SOTqOJBUY

80

45

30

<10

100

<10

<10

<10

410

<10

250

400

840

850

(dWN oporaw)
sopenJdodss s01q043 Y

1100

21

23

9300

<3

<3

<3

43

<3

15

2400

2400

2400

(eae[d opojow)
sopenlodsa S01qo13y

42

30

17

3170124000 <101} <10

209811000

2858

<10

<10

<10

<10

<10

<10

4552

6,750

6833

(d N opoiaw)
S9]geIA S0TIqOIdY

460

43

460

<3

<3

<3

15

20

15

2400

2400

(eoerd opojour)
§9]qelA 501q01dY

72

92

162

5600 124000

2055 |1L000

3421 (11000

<10

<10

<10

<10

<10

<10

6033

8146 2400

8100

VHISENNW

OLNIWVOIGHIN

B

A

C

A

C

103

104 B

105 B

10§ B

1071 B
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Tabla ill-1- (continuacidn)

NUMERO DE MICROORGANISMOS /
/)]
9
[ /)] o
S 3 L] »
" @ =2 2 § 2 e 9
20 a8|Su)a8lan |58l S0 o ®
; 5 9 'S'E 0.9 UE gﬂ g.ﬂ 35. 2 o
§ - w &1 o 94| 9a a z L
2"3 elogologicgloglgel2a] ™>s © 8
— T 5'0 E'U S'U ,_"U K--U w O o °
A Al32|lc2|8e]dLe| sl aes}eos o a
8 Blfelfelbsfesgs|ss)fa| |8 | ¢
= S|QE|2E|(JE(QE|(ZE|SE(=ZE|R|¢E S
A | <10 <3 <10 <3 <10 <10 <10
108 B <10 <3 <10 <3 <10 <10 <10 3 v Vi,
C ]| «i0 <3 <10 <3 <10 <10 <10

. El
Abreviaturas. -

A: Analgésico no narcotico y antipirético; D: Digestivos, incluidas enzimas;
T: Tranquilizante; A.Ac: Antidcidos solos o con antiespasmddicos u otras
sustancias; A.Di: Antidiabético; Vi: Vitaminas con o sin minerales, estimu-
lantes del apetito, tonicos y complementos de la alimentacidon; A.Es: Anties-
pasmodicos y anticolinérgicos; H: Preparados hormonales; Di: Diuréticos

y combinaciones de Rauwolfia; A.U.: Antidlcera péptica; C.R.:Contraste
radiologico; A.As: Antiasmaticos; Ah: Antihistaminicos; At: Antitusigenos
y expectorantes excluyendo balsdmicos con o sin combinaciones, excluyendo
antiinfecciosos; Vd.: Vasodilatador periférico; Vp: Vasoprotector; Col: Te-
rapia biliar; A.R.: Antirreumatico; A.P.:Antiparkinsoniano; Ci: Citosta-
ticos; A.De: Antidepresores, timoanalépticos; Ps.: Psicolépticos y psicoa-
nalépticos; A.Em: Antiemético; Es.: Estomatolégico; Lax: Laxaante.

V: Envase de vidrio; B: Estuche"blister'z P: Envase de plastico; S.p.p.:So-
bres de papel parafinado; S.al: Sobres recubiertos de aluminio; E.C.:Enva-
se de carton; T.al: Tubo de aluminio.
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3.2. RELACION DEL GRUPO TERAPEUTICO CON LA CONTAMINACION

MICROBIANA.

Los medicamentos estudiados han pertenecido a 24 grupos
terapéuticos distintos, los cuales se han'denominado siguiendo los cri-
terios del Catdlogo de Especialidades Farmacéuticas (48). En la tabla
1II-1 se detalla el grupo terapéutico a que pertenecen cada medicamento.

Para hacer una relacion entre la presencia de la contamina-
cién microbiana y el grupo terapéutico, se han tenido en consideracidn
solo 11 grupos terapéuticos, que incluyen al 91, 63% de los preparados
farmacéuticos. Los 14 grupos restantes no se han tenido en cuenta por-
que la mayoria sdlo inclufan 1 6 2 medi camentos y se han considerado
cifras no representativas.

En la tabla I11-2 se expresa el porcentaje de contaminacidn
microbiana de cada uno de los 11 grupos terapéuticos. Los preparados
hormonales han tenido presencia de contaminacion microbiana en el 100%
de estos medicamentos, los antiespasmodicos en el 87, 50% y los antia-
cidos en el 807, el grupo de contraste radiolégico ha presentado ausen-

cia de contaminacidén microbiana en el 100% de los preparados

Tabla I1I-2. Relacion del grupo terapéutico con la contaminacion

microbiana.

Nimero Presencia de

Grupo terapéutico de contaminacidn
medicamentos e 7

Analgesicos 18 8 44,44
Vitaminas 13 6 46,15
Antitusigenos 12 6 50
Antiacidos 10 8 80
Hormonas 9 9 100
Antiespasmodicos 8 7 87, 50
Tranquilizantes 7 4 57,15
Digestivos 4 1 25
Antirreumaticos 3 1 33, 33
Contraste radiologico 3 N -
Antiasmaticos 3 1 33,33
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3.3. RELACION DEL PH Y LA CONTAMINACION MICROBIANA.

Los preparados farmacéuticos han presentado unos valores
de pH comprendidos entre 2 y 9. En la tabla IlI-1 se detalla el pH que co-
rresponde a cada medicamento. Para establecer una relacidn entre el
pH y la contaminacidn bacteriana y fingica, se han agrupado los valores
de pH en cuatro intervalos: menor de 5, 5a 6'4, 6'5a 7'5 y mayor de 7'5,
El 42, 59% de las muestras tenfan un valor de pH de 6'5a 7'5y
un 5, 55%mayor de 7'5. El porcentaje mayor de muestras que presenta-
ban contaminacién bacteriana se encontrd en la zona de pH mayor de 7'5
(66,66 9 y el mds bajo a pH menor de 5 (40%). También el mayor % de
muestras de contaminacion fingica se ha presentado a pH mayor de 7'5

(22, 22%) (tabla IIL-3)

Tabla III-3. Relacién del pH y la contaminacién microbiana.
pH <5 5.64 | 65-75 >1,5
Muestras ng To ng % ng % n? T
Presencia de bacterias |, 1, 46| 42,60 86|62,32| 12 66,66
aerobias
Presencia de mohos y | ¢ 1), 11 10,18 13| 9,42] 422,22

levaduras

Total de muestras 60 {18,51)108{ 33, 33/138142,59] 18] 5,55
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3.4. RELACION DE L.OS METODOS DE RECUENTO CON LA DETEC=
CION DE LA CONTAMINACION MICROBIANA.

Como se observa en la grafica I1I-1, en los preparados 1i-
quidos, la mayor proporcidn de muestras contaminadas, se ha detectado
por el método del NMP 35, 80% para bacterias aerobias viables y 33, 33%
para bacterias aerobias esporuladas, frente al método de placa con el
18,51% y 11, 11% respectivamente. El método de filtracidn ha sido el
que menos porcentaje de muestras positivas ha detectado 12,34% y 9,877
respectivamente.

En la grafica I[I-2 se expresa el porcentaje de muestras de
los preparados sélidos, 'con contaminacién microbiam. La mayor propor-
cidén de muestras contaminadas se ha detectado por el método del NMP
54, 167 para bacterias aerobias viables y 50% para esporuladas, frente

al método de placa con el 30% y el 28,75% respectivamente.
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Grafica 11I-1. Porcentaje de muestras con contamina-
cion microbiana, detectada por diferentes meétodos (for-
mas farmacéuticas liquidas).

a= bacterias aerobias viables
b= bacterias aerobias esporuladas

c= bacterias anaerobias viables
bacterias anaerobias esporuladas
mohos y levaduras

it Método placa

W Método NMP

% Método filtracion

o Q.
hon

Grafica I11-2: Porcentaje de muestras con contamina-
cién microbiana, detectada por diferentes métodos (for-
mas farmacéuticas solidas).

a= bacterias aerobias viables

b= bacterias aerobias esporuladas
c= bacterias anaerobias viables

d= bacterias anaerobias esporuladas
e= mohos y levaduras

25 Método placa

Método NMP
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3.5. GRADO DE CONTAMINACION MICROBIANA DE LAS FORMAS
FARMACEUTICAS

Dentro de cada forma farmacéutica se han agrupado los valo-
res de contaminacion microbiana de las nuestras de medicamentos, se-
" gin distintas categorfas microbioldgicas, siguiendo criterios semejan-
tes a otros investigadores Azria (8), Desvignes (60} y Dony y Gerard (66).

- Ausencia de contaminacion microbiana.

Menos de 100 microorganismos por g o ml.
- De 100 a 1000 microorganismos por g o ml.

- Mis de L000 microorganismos por g o ml.

3.5.1. BACTERIAS AEROBIAS.

- Bacterias aerobias viables, método de placa (tabla 111-4).

Las soluciones y las cdpsulas fueron las formas farmacéuticas
que . presentaron mayor porcentaje de muestras con ausencia de estas
bacterias, el 93, 33% y 86, 95% respectivamente, Las grageas, polvos y
granulado son las que presentaban mayor grado de contaminacién micro-
biana, ya que el 11,90% y 11, 11% respectivamente de las muestras tenian

mas de 1000 bacterias por gramo.

- Bacterias aerobias viables, método del NMP (tabla IN1-5)

Por este método también las soluciones y las cpsulas fueron
las formas farmacéuticas que tenfan mayor porcentaje de muestras con
ausencia de estas bacterias, el 86,66% y 60, 86% respectivamente. As{
mismo las grageas, polvos y granulado presentaron mayor % de mues-
tras con mas de 1000 bacterias por gramo, el 28,57% y 11, 11% respecti-

vamente.

- Bacterias aerobias viables, metodo de filtracion (tabla 1II-6)
Las soluciones presentaron ausencia en el 100% de las mues-
tras y los jarabes tenfan valores menores de 100 por mililitro eu el

25, 65% de las muestras.
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- Bacterias aerobias esporuladas, metodo placa (tabla III-7).

Las soluciones y las capsulas fuercon las que presentaron ma-
yor proporcion de muestras con ausencia de estas bacterias, 97,77% y
86, 95% respectivamente. Las grageas han presentado valores mayores
de 1000 por gramo, en el 19, 04% de las muestras y los polvos y granu-

lado en e} 11, 11%.

- Bacterias aerobias esporuladas, método NMP (tabla I1I-8).

También por este método fueron las soluciones y las capsu-
las las formas farmacéuticas con mayor porcentaje de ausencia, 86, 66%
y 62, 31% respectivamente. Las grageas, polvos y granulado han sido
las que tenfan mayor porcentaje de muestras con valores mayores de

1.000 por gramo, 21,42% y 14, 81% de las muestras respectivamente,

- Bacterias aerobias esporuladas, método de filtracion (ta-
bla 111-9).

L:c\s soluciones presentaron ausencia en el 100% de las mues-
tras y los jarabes han tenido valores menores de 100 por mililitro ei el

20, 52% de las muestras.

3.5.2. BACTERIAS ANAEROBIAS.

- Bacterias apaerobias viables, método de placa (tabla I11-10).

Los preparados liquidos han sido los que tenian mayor por-
centaje de muestras con ausencia, 93, 33% las soluciones y 92, 30% los
jarabes. Las grageas, polvos y granulado han presentado valores entre

100-1.000 enel 7,14% y 3, 707% de las muestras respectivamente.

- Bacterias anaerobias viables, n.étodo de filtracion (tabla
111-11).

Las soluciones han tenido ausencia en el 100% de las mues-
tras y 1os jarabes solo el 2, 56% de las muestras han presentado coita-

minacidn, pero con valores menores de 100 por mililitro
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- Bacterias anaerobias esporuladas, método de placa (tabla
1-12).

Los preparados l{quidos han sido los que tenian mayor pro-
porcidon de muestras con ausencia, el 97, 77% en soluciones y el 94,87%
en jarabes. Las grageas y comprimidos han tenido valores entre 100-

1000 por gramo en el 4, 76% y 1, 01% de las muestras respectivamente,

- Bacterias arx_aerobias eéporuladas, método de filtracion (ta-
bla III-13).
Las soluciones y los jarabes han tenido ausencia en el 100%

de las muestras.

3.5.3. MOHOS Y LEVADURAS.

- Mohos y levaduras, metodo de placa (tabla II1-14).

Las grageas y las soluciones han sido las formas farmacéu-
ticas que ha:n presentado mayor porcentaje de muestras con ausencia
el 97,61% y 95, 55% respectivamente. Los comprimidos han sido los
preparados que han tenido valores mayores de 1000 por gramo en el

2,02% de las muestras.

- Mohos y levaduras, método de filtracion (tabla III-15).
Las soluciones han presentado ausencia de este tipo de con-
taminacidén en el 100% de las muestras y los jarabes han tenido valores

menores de 100 por mililitro en el 2, 56% de las muestras.

3.5.4. PRESENCIA DE CONTAMINA CION MICROBIANA EN LAS
FORMAS FARMACEUTICAS SOLIDAS Y LIQUIDAS.

En la grafica [II-3 se refleja el porcentaje de muestras con
presencia de contaminacidn microbiana en las formas farmacéuticas
sbélidas.: comprimidos, grageas, capsulas, polvos y granulado. La ma-
yor proporcién de muestras con contaminacion bacteriana se ha presen-

tado en grageas y la menor en capsulas. En cuanto a la contaminacién
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flingica fue la mas elevada en comprimidos y polvos. El menor porcen-
taje se presentd en grageas.

En la grifica III-4 se refleja el porcentaje de muestras con
presencia de contaminacién microbiana en las formas farmacéuticas
l{quidas: jarabesy soluciones. La mayor proporcién de muestras con
contaminacidn bacteriana y fingica se ha presentado en jarabes y la

menor en las soluciones.



- 155 -

Tabla 11I-4- Grado de contaminacion de las formas farmacéuticas por bacterias aerobias viables
(método de placa).
CATEGORIA MICROBIOLOGICA
Forma Niamero de
farmacéutica muestras Ausencia < 100 100-1000 > 1000
n? % n® %o ngQ % ne %
COMPRIMIDOS 99 70 70, 70 20 20, 20 6 6, 06 3 3,03
GRAGEAS 42 21 50 9 21,42 7 16, 66 5 11, 90
CAPSULAS 69 60 86, 95 - - 7 10, 14 2 2,89
JARABES 39 27 69, 23 6 15, 38 5 18, 51 1 2, 56
SOLUCIONES 45 42 83,33 2 4,44 1 2,22 - -
POLVOS Y 27 17 62, 96 6 22,22 1 3,70 3 11, 11
GRANULADO
EXTRACTO 3
FLUIDO - 5 - - - - 3 100
TOTAL DE 304 .
MUESTRAS 23 73, 14 43 13,27 27 8,33 17 5,24




Tabla IlI-5-  Grado de contaminacién de las formas farmacéuticas por bacterias aerobias viables
{método del NMP)

CATEGORIA MICROBIOLOGICA
Forma Numero de
farmacéutica S Ausencia < 100 100-1000 > 1000
ne % no % n¢ % n¢ %
COMPRIMIDOS 99 49 49, 49 27 27,27 15 15,15 8 8, 08
GRAGEAS 42 8 19, 04 16 38, 09 6 14, 28 12 28, 57
)
8 CAPSULAS 69 42 60, 86 16 23,18 | 5 7,24 6 8, 69
-t
: JARABES 39 16 41, 02 12 30, 76 9 23, 07 2 5,12
SOLUCIONES 45 39 86, 66 3 6,66 2 4,44 1 2,22
POLVOS Y 27 11 40,74 11 40,74 2 7,40 3 11,11
GRANULADO
EXTRACTO 3 - - - . - - 3 100
FLUIDO .
TOTAL DE 324 165 50, 92 85 26,23 | 39 12,03 | 35 10, 80
MUESTRAS




Tabla III-6- Grado de contaminacion de las formas farmacéuticas por bacterias aerobias viables.

(método de filtracion).

CATEGORIA MICROBIOLOGICA
Forma Numero de| 5 concia <100 100-1000 $1000
! farmaceutica muestras
[
.:l.u n? % n? % n? % ne %
L]
JARABES 39 31 79, 48 10 25, 6% - - - -
SOLUCIONES 42 42 100 - - - - - -
TOTAL DE .
73 90,12 3 - - - -
MUESTRAS 81 ‘ 10 12,34




Tabla III-7- Grado de contaminacidn de las formas farmacéuticas por bacterias aerohias esporuladas
(método de placa).

CATEGORIA MICROBIOLOGICA _
Forma Numero de
%wﬂgWOMCﬁmOW muestras .mVCmm:O.HW < 100 100-1000 ? HOOO
ne % n® % ne % ne %
COMPRIMIDOS 99 70 70, 70 20 20, 20 7 7, 07 2 2,02
GRAGEAS 42 23 54,76 8 19, 04 3 7,14 8 19, 04
[ ]
® CAPSULAS 69 60 86, 95 - - 7 10, 14 2 2,89
~
J JARABES 39 31 79, 48 5 12, 82 2 5,12 1 2,56
SOLUCIONES 45 44 97,71 - - 1 2, 22 - R
POLVOS Y
GRANULADO 27 18 66, 66 6 22, 22 - - 3 11, 11
EXTRACTO
. . - . - N 3 100
FLUIDO 8 -
TOTAL DE 324 246 75, 92 39 12,03 | 20 6,17 | 19 5,86
MUESTRAS




Tabla I1I-8- Grado de contaminacion de las fornias farmacéuticas por bacterias aerobias esporuladas.
(método del NMP).

CATEGORIA MICROBIOLOGICA
Forma Numero de
farmacéutica muestras Ausencia < 100 100-1000 > 1000
ne % ne % ne % no %%
COMPRIMIDOS 99 54 54, 54 32 32,32 11 11, 11 2 2, 02
GRAGEAS 42 i1 26, 19 19 43,23 3 7,14 9 21, 42
]
@ CAPSULAS 69 43 62, 31 18 26, 08 5 7,24 3 4,34
-
! JARABES 39 18 46,15 16 41, 02 5 12, 88 - -
SOLUCIONES 45 39 86, 66 4 8, 88 1 2,22 1 2,22
POLVOS Y
7 - R
GRANULADO 2 12 44, 44 11 40, 74 4 14, 81
EXTRACTO
FLUIDO 3 B T i B i i} 3 oo
TOTAL DE
177 54, 62 100 30, 86 7,7 ¢
MUESTRAS 324 6 25 1 22 6,79




Tabla I11-9- Grado de contaminacidn de las formas farmacéuticas por bacterias aerobias esporuladas

(método de filtracidn)

CATEGORIA MICROBIOLOGICA
Forma Numero dej  ,cencia <100 100-1000 > 1000
' farmaceutica muestras
o
© no % no % ng % ne %
1
JARABES 39 29 74, 35 8 20, 52 - - - -
soLucIONES 42 42 100 - - - - . .
TOTAL DE
- " R B R _
MUESTRAS 81 7l 87, 65 8 9,8




Tabla 111-10- Grado de contaminacion de las formas farmacéuticas por bacterias anaerobias viables
(método de placa).

CATEGORIA MICROBIOLOGICA
Forma Numero de
farmaceéutica muestras Ausencia < 100 100-1000 > 1000
n?2 % ng %o n¢ %o ne A
COMPRIMIDOS 99 88 88, 88 11 11, 11 - - - -
GRAGEAS 42 31 73, 80 8 19, 04 3 7,14 - -
'
- CAPSULAS 69 61 88, 40 7 10,14 1 1, 44 - -
o :
—
_ JARABES 39 36 92, 30 2 5,12 1 2,56 - -
SOLUCIONES 45 42 93,33 3 6, 66 - - - -
POLVOS Y 27 22 81, 48 4 14, 81 1 3,70 - -
GRANULA DO
EXTRACTO ) . - - - 3 100 - -
FLUIDO .
TOTAL DE 324 280 86,41 | 35 10,80 { 9 2,77 - -
MUESTRAS




Tabla IiI-11-

Grado de contaminacién de las formas farmacéuticas por bacterias anaerobias viables
(método de filtracion).

CATEGORIA MICROBIOLOGICA
Forma Numero del 4, sencia <100 100-1000 > 1000
) farmaceutica muestras

m no % ne % 0 % ne %

)
JARABES 39 38 97, 43 1 2,56 - .
S0LUCIONES 42 42 100 - - - -
TOTAL DE
MUBSTRAS 81 80 98,76| 1 1,23 ; .




Tabla III-12= Grado de contaminacion de las formas farmacéuticas por bacterias anaerobias esporuladas
{método de placa).

CATEGORIA MICROBIOLOGICA
Forma Numero de
farmacéutica muestras Ausencia < 100 100-1000 > 1000
ne % no %o n@ % n? %
COMPRIMIDOS 99 91 91, 91 7 1,07 1 1,01 - .
GRAGEAS 42 30 71, 42 10 23, 80 2 4,76 - -
- CAPSULAS 69 63 91, 30 6 8,70 - - - -
[{=]
N JARABES 39 37 94, 87 2 5,13 - - . R
SOLUCIONES 45 44 97,77 1 2,22 - - - -
POLVOS Y
23 85,18 4 14, 81 - - . .
GRANULADO 21
EXTRACTO 3 ) ) ) ) 3 100 ) )
FLUIDO .
TOTAL DE 324 288 88,88 | 30 9,23 6 1, 85 - -
MUESTRAS




Tabla III-13- Grado de contaminacion de las formas farmacéuticas por bacterias anaerobias esporuladas.

(método de filtracidn).

CATEGORIA MICROBIOLOGICA
Forma Numero de|  p,cencia <100 100-1000 > 1000
! farmaceutica muestras
<
a ng % n2 % n? % ng %
)
JARABES 39 39 100 - - - - - -
SOLUCIONES 42 42 100 - - - - - -
TOTAL DE 81 81 100 - - - - - -
MUESTRAS




Tabla I11-14- Grado de contaminacién de las formas farmacéuticas por mohos y ievaduras
{método de placa).

CATEGORIA MICROBIOLOGICA
Forma Namero de
HN&.BWOMC&MON muestras Ausencia < 100 100-1000 > 1000
n? % ne %o n? %o ne %
COMPRIMIDOS 99 87 87, 87 9 9, 09 1 1,01 2 2,02
GRAGEAS 42 41 97, 61 1 2,38 - - - -
1
w CAPSULAS 69 62 89, 85 6 8, 69 1 1, 44 - -
' JARABES 39 33 | 84,61 - - 6 15,31 | - .
SOLUCIONES 45 43 95, 55 2 4, 44 - - - -
POLVOS Y
7 3,7 - -
GRA NULADO 2 24 88, 88 1 , 70 2 7,40
EXTRACTO .
FLUIDO 3 - -, - - 2 75 1 25
TOTAL DE
290 8 7
MUESTRAS 324 9 89, 50 19 5, 86 12 3,70 3 0, 92




Tabla I11-15- Grado de contaminacion de las formas farmacéuticas por mohos y levaduras.
{método de filtracion).

CATEGORIA MICROBIOLOGICA
Forma Numero de| 4, 0ncia <100 100-1000 > 1000

' farmaceutica muestras

[{e}

© no % ne % n® % ne %

]
JARABES 39 38 97, 43 1 2,56 - - . -
SOLUCIONES 42 42 100 - - - - . R
TOTAL DE 81 80 98,76 1 1,23 - - - -
MUESTRAS
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% muestra Grafica III-4- Formas farmacéuticas l{quidas con presencia de contaminacion

microbiana
100+
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3. 6. GRADO DE HOMOGENEIDAD MICROBIOLOGICA DE LOS MEDI-
CAMENTOS.

El grado de homogeneidad, desde el punto de vista microbio-
16gico, se ha considerado haciendo una comparacién de las cifras obte-
nidas en las 3 muestras A, B y C, que corresponden a un medicamento
del mismo lote. As{ se ha denominado un medicamento ''homogéneo"
cuando los valores de los recuentos en las 3 muestras no han variado
en una unidad logaritmica, "homogeneidad media' si han variado en
una unidad logaritmica y ''no homogéneo' cuando estas cifras han va-
riado en dos o mas unidades logaritmicas.

En la tabla 1II-16 se puede observar que las soluciones han
sido los preparados, microbiolégicamente, mas homogéneos (80%).
Los comprimidos y jarabes son las formas farmacéuticas con mayor

nimero de preparados ''no homogéneos'.

Tabia [1I- 16 Homogeneidad microbiologica de los medicamentos.

Forma Nbn.ern de Honiogéneo l»lor::)::i;eidad No homogéneo
farmaceutica niedicamentos -

ng2 k) ne o ne To
Comprimidos 33 i8 54, 54 14 42,42 1 3,03
Grageas 14 8 57,14 6 42,85 - -
Capsulas 23 16 69, 56 7 30, 43 - -
Jarabes 13 8 61,53 4 30,76 1 7.69
Soluciones 15 12 80 3 20 - -
Polvos y
Granutado 9 6 66, 46 L] 44, 44 - -
Total to8 68 62, 96 38 35,18 2 1,85
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3.7. MEDICAMENTOS NO ACEPTADOS EN FUNCION DE DIFERENTES
CIFRAS LIMITES DE MICROORGA NISMOS.

En la tabla III-17 se expresa el porcentaje de muestras de ca-
da forma farmacéutica, que podian considerarse no aceptables segin su
contenido microbiano.

Se han establecido 3 cifras limites de microorganismos: mas
de 100, mas de 1000 y mas de 10.000 por gramo o mililitro, segin los
criterios adoptados por diferentes autores (8) (41) (66) (94) (141) (158)
(164), Farmacopeas (62) (72) y organismos nacionales e internacional es
(82) (84) (145).

- Sila cifra limite de bacterias se fija en 100 por gramo o mi-
lilitro el 13, 88% de las muestras por el método de placa y el 22, 83% por
el método del NMP serian rechazables. Las grageas, jarabes y polvos
fueron las formas farmacéuticas con mayor porcentaje de muestras no
aceptadas. . »

- Si la cifra limite de bacterias se fija en 1000 por gramo o mi-
lilitro, el 5,24% de las muestras por el método de placa y el 10, 8% por el
método del NMP serian rechazables. Las grageas y polvos fueron las for-
mas farmacéuticas con mayor porcentaje de muestras no aceptadas.

- Sila cifra limite de bacterias se fija en 10.000 por gramo o
mililitro el 0, 61 % de las muestras por el método de placa y el 3, 08% por
el método del NMP serian rechazables.

- En cuanto a la contaminacién fingica si la cifra linite se fija
en 100 hongos por gramo o mililitro, el 3, 70 de las muestras no serfan
aceptables. Los - jarabes fueron la forma farmacéutica con mayor pro-
porcion de muestras rechazables, 15, 38%. En los comprimidos 2, 02%

de las muestras han tenido valores de mas de 10. 000 hongos por gramo.
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Tabla I11-1%

Porcentaje de muestras de medicamentos no aceptados segin
diferentes cifras limites de microorganismos.

Nimero de microorganismos / g o ml

w
m > 100 > 1.000 > 10.000

Formsa 3 Bacterias Bacterias Bacterias

farmacéutica m aerobias Mohos y |aerobias Mohos y aerobias Mohos v
M placa | NMP levaduras placa | NMP levaduras placa | NMP levaduras
1% | % % % | % % % | % %

Comprimidos 99 9,09{23,23 3,03 3,03| 8,08 3,03 2,02 2,02

Grageas 42 28,571 42, 85 11, 90| 28, 57 9, 52

Capsulas 69 |13,04]15,94 2,39| 8,69 4, 34

Jarabes 39 {17,94|28,20{ 15,38 2,56y 5,12] 15,38

Soluciones 45 2,22} 6,66 2,22

Mwwﬁwwmo 27 |{14,80[18,51 11,1111, 11 11,11

MMMMQO 3 oo fioo | 100 100 foo 33, 33

Total 324 |13,88/22,83]. 3,70 5,24/10,80] 3,08 0,61| 3,08 0, 61
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3.8. MICROORGANISMOS AISLLADOS DE LOS MEDICAMENTOS.

En los medicamentos estudiados se han aislado como contami-
nantes especies del género Bacillus en el 35, 18%, Stapnylococcus en el
17,74%, hongos en el 14,81 %, Micrococcus enel 12,03% y Streptococcus

en el 1, 86% de los preparados.

3.8.1. IDENTIFICACION DE BACTERIAS

- Bacillus

Se ha estudiado los caracteres motrfoldgicos y el perfil bioqui-
mico de 218 cepas del género BacillusPara su identificacién se han se-
guido los criterios de clasificacion de Smith y Gordon (178), Wolf y Ba-
ker (199), Lemille {(132), de Barjac y Bonnefoi (15), Cowan (55) y la g?
edicion del Manual Bergey (37). Se han identificado 19 especies distintas
que se especifican junto con las caracteristicas en la tabla [1I-18. El %
de cepas ide‘ntiﬁcadas de cada una de las especies del género Bacillus se
expresa en la grafica III-5; siendo la especie B. subtilis la de mayor fre-
cuencia.

Las variaciones bioquimicas que han presentado estas cepas
en relacion con las caracteristicas descritas para la cepa tipo de cada
especie, se reflejan en la tabla II11-19. EIl total de las cepas, expresado
en %, que coinciden con la cepa tipo ha sido 2%, 68%. Presentan varia-
ciones enla produccion de acido de lactosa 26, 60% a la presencia de le-
citina el 14, 67% y de ureasa el 11, 46%. Si tenemos en cuenta las especies
con un nimero de cepas superior a 5, que representan el 93,11% del to-

tal, la especie que ha presentado mayor nimero de cepas con variacién

fue el B.badius y los de mayor semejanza B.circulans, B.pumilus y B.

licheniformis

- Staphylococcus.

Se ha estudiado el perfil bioquimico y las pruebas de sensibi-
lidad de 24 cepas del género Staphylococcus aisladas de los n.edicamen-

tos. Para su identificacién se han seguido los criterios de Baird-Parker
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{9) (10) (11) (12), Evans y Kloos (74), Kloos y Schleifer. (118){(119), Sch -
leifer y Kloos (173) (174) y del Comité Internacioual de Sisterndtica (1 12).
Se han identificado 5 especies distintas del género Staphylococcus (tabla
III-20). El 45,83% de las cepas estudiadas coinciden en sus caracteres
bioquimicos y pruebas de sensibilidad con las caracteristicas descritas

para la cepa tipo.

- Micrococcus.

Se ha estudiado el perfil bioquimico, las pruebas de sensibi-
lidad y pigmento de 22 cepas del género Micrococcus aisladas de los me-
dicamentos. Para su identificacion se hai seguido los criterios de la 8?
edicién del Manual Bergey (37). Se han identificado 3 especies distintas

del género Micrococcus (tabla 111-21).

- Streptococcus.

Se ha estudiado el perfil bioquimico y las pruebas de creci-
miento en diferentes condiciones y medios de 2 cepas del género Strepto-
coccus. Para su identificacidon se nan seguido los criterios de la 82 edi-
cion del Manual Bergey (37). Las dos cepas aisladas se han identificado

como: S.uberis y S. faecium (tabla II1-22),

3.8.2. IDENTIFICACION DE MOHOS Y LEVADURAS.

Se han estudiado los caracteres morfoldgicos macroscopicos
y microscépicos de 18 cepas de hongos, una de ellas levaduras y las 17
restantes mohos. Para su identificacion se han seguido los criterios de
clasificacion de Barnet (16), Ajello (2) y del ''Committe on conti nuing
education American Society for Microbiology" (52)

Los hongos aislados de las muestras se han identificado a
nivel de género, por los métodos ya descritos 2.4.7.3. Las caracte-

risticas de los géneros identificados son las siguientes:
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Penicillium

Los conidiéforos salen del mi-
celio individualmente de uno en uno, en
ramas proxim os al dpice, con su forma
caracteristica de pincel, terminando en

fidlides.

Los conidios (fialosporas) hia-
linas o con brillo coloreado, son unicelu-
lares y en forma globosa u ovoide.

Colonias de crecimiento rdpi- |
i

do, al principio son blancas, pero des-
pués toman color verde azulado y aspec- PENICILLIUM
to muy polvoriento debido a la abundante produccién de esporas a par-

tir del miceélio aéreo,

Cladosporium

Conidiéforos
altos y erectos de tonos
oscuros y de forma va-
riada ramificados, com- {\ Qp \
puestos o sencillos. Los \\) b
conidios (blastosporas)
son oscuros, unicelula-
res o bicelulares y que
varian en forma y tama-
fno de ovoide a cilindro
e irregular, algunos

con una forma tipica de

CLADOSPORIUM

limén, a menudo presen-

et e e e e
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tan cadenas sencillas o ramificadas, y pueden ser parasitos o saprofi-

tos de plantas superiores.

Aspergillus

La estructura portadora de los
conidios es una hifa, no tabicada ni rami-

ficada, simple, que termina en una cabe-

zuela globosa y que nace en el micelio,
esta cabezuela es la portadora de las
fialides, que se asientan en el dpice o
en forma radiada por toda la superficie.
Los conidios (fizalosporas) son unicelu-

lares, globosos y frecuentemente son

coloreados.
ASPERGILLUS
La colonia no es de crecimien-
to muy rdpido y al principio es blanca, y después verde azulada con

dreas amarillo azufre diseminados sobre la superficie.

Cephalosporium W

Conidioforos delgados, no ra-

mificados, la mayorfa de las veces sim-

ples, portadores de conidios agrupados
en racimos esféricos en su extremo. Los
conidios (fialosporas) son hialinos y de
una sdla célula generalmente.

Las microsporas de algunas
especies de Fusarium se pueden confun-

dir con ellos, por su gran similitud.

La colonia tiene un crecimien-

to moderado, y al principio es compacta. CEPHALOSPORIUM
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de color rosa intenso, pero pronto se cubre de un micelio aéreo, bilan-

co y liso.

Rhodotorula
Hongo levaduriforme cuyas colonias son de aspecto mate,

no abultado y de color rosa.

El género Penicillium ha estado presente en los medicamen-
tos: 17, 21, 35, 83, 96, 104.y 107; el género Cladosporium en: 4, §,
24, 104 y 107; el género Aspergillus en: 10, 50, 56 y 80 y el género

Cephalosporium en el 75.

La cepa de levadura se aislé del medicamento 61 y se identifi-

c6 como posible Rhodotorula .
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Tabla II1-18 Morfologla y perfil bioquimico de las cepas aisladas del género Bacillus
e v 0 o
o 1] -
[} « Q - (3]
] w 3 8 @ @ 2
g Elal gl el Sl el Bl lelalsl gl al |8 |t
- ol of B B & 21E =l 2| = R R - e = sl & of &
R T B I I B e 1 I ot - B O B - =
[ O~} Wt = o] O Of =) M oo~ Q! cf © ° o} ~] &} Ol F
= |0 | < O <| Rl <| <0 o3 230 8 =35 al& sz < s il alFSPECIE
4 da |+ |+ |+ -] -]+ ]+l -] +lOvVT-{+ ] -fM|-]|+1L
4b - j- -t -ttt -t - -0 +1ovd-dF - IMl -]+ L
6a |- -l -t-l-g-|-f-f+]-1-f-1-1-]+tOovgd-|+]|-IM!-14+]R
6 j6b [+ ]+ |+ +1t+]+l+ -+l +t+)++ |+ +lOvg-i+1-|Gl-]-1IR
. TR)
Ge | Fi 4l - oo d - - f- -1 +Ove - [d] - MI+]+ 1L} B coagulans
10af+ |+ j+p+]-f-d+|+f+]-ta]l+]+]+f+]|+lOvC-1*+|-lGi-1+|L B. pumilus
I0bj+ [+ [+ ]+ -1 +{+]+|-f+y+]|+|+]+]-1+10v]-1+]-IMI_|_-IR B subtilis
10 10cf+ [+ |+ |+j-|+]+ [+ ]|-[+fjd]|+|+]+]|-{+JOvCi-|*+]|-|M|+]|.|R| B subtilis
1od{+ 4+ (- |-1-|-1+]+1-fj+fj-1-|+1-|-j+jovCc|-]t]-|M|-|+|R| B.brevis
+
10e}- |+ |- J-t-f+t+f+f{+fal+]-1+]+{+]|+lovc]-1+!-|cl-1+|R irmu
2
10f [+ [+ - -+ -]+ + ] +1+-0-1|-1-7-1- ,\0 -+ 1-M[-1{+|L iB.larvae
TR
Tlaj- - f-t-|-f-]d|+|-]+}|-}-1-1-1+1+jOovC|l- |+ ]-IM]- 1+ 1L |B brevis
11 Ilbj+ [+ |+ [+ [-fJ+1+ [+ -1+ ]-1+]+ |+ ])d |+ OvC]- 1+ }|-IM!I-1]-1IR B. subtilis
e[+ )+ [+ |+ -]+ |+ j+ [+ - 1+7+ ]+ 1+ 1+ |+ OvC{- |+ ]|+IG |+ |- |L |B. megaterium
lidj{+ [+ [+ |+ +[+ 1+ |+ }-1+t-|+1+1+ ]+ |+ 0OvC|l-1+]-Im!t- |+ |R rmi
12 12a |+ |+ |+ [+ |-+ {+ |+ ]+]+]+1+ ]+ [+ -]+ vCl- |+ - IM [+ !- |R |B subtilis
12bf{+ |+ {+ 1+ |- {4+ |+ |-|+]+1+1+ |+ ]-1+pPvCl- ]+ - IMi+ |- IR ubtili
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Tabla II1-18. continuacidn

2 > B

] © °© o 9

AREEEPEEEEEENEEEEEHINE REE PR

S I - - N

S 10 | < B < B <| <] 0o 32| 5|0 & s| 3] w| &l 2 < & & o @ ESPECIE
12|~ |+ +1+] -] -1+ +]+|+)-]-|+]*]-|*+OvC]-]*|-{M]|-]|+|L| B.brevis

12 {12al- [+ -{-1-]-[+[+}+l+]-{-1=-|-1+1oV[-|+]-|m|+]+]L] B brevis
12et- |+l + |- ~t -+ +] +l+ ]|+ +!-1+OvCl-|+|-{m]-]+]L| B.brevis
13al-{+}-1-1 -1 -1+)+]+}+1-1+}-1-1 -1+ % ~-ld} -1M] -} +|L{ B brevis

13 §13bj- 1+ +]+1 -]+ +]+] +1+-F-]+]+] -]+OVC] -]+ | ~-|M|]-]+jL]| B.{firmus
13c|+}+]+1+| -] -1+ +] +]-1-1-|+]+]-]+lOvC]-{j+]|-|M +0) 4 L | B. pumilyg
17a]+ |+ + |+ |+ |+ +]+] +{+[d|-}+ ]|+ +]|+ O@O -+ -|M{-{+[R{ B.polymyxa
] |+ A |-+ -+ [+ [+]+]+Jovc| - |+ | +|c%| +] - | L| B.megaterium

17 e+ [+ -+ {+|+] -1+ -t =-t+l+]+] -]4 O.«O N P I oS I L | B.coagulans
178+ |+ -j+] -+ +]+]+]+) - +}+ ]+ 1+]OvC] -+ ]| -]M} -] -1R]| B. subtilis
17e|+ |+ +]+] -] +]+]+)] -j+}ad]+}+]+})+]+]JOvC| -+ ] -|M}-1]-]R]| B, subtilis
178+ +)++ | - -} +}+] -f=-f-1+]+}+] -]+ OVC| -4+ | -IM|-|+]L| B._pumilys
18aj- |+ ]+ |+ |+ +]-|+]|-{+|d}-[+]+}-|+OvC|-|+|-]G|+]|+]L]| B.circulans

18 18bl+t+t+ ]+ |+ +]+}+] -]+ dl-|+]+]+]+ @..«&O -{+ | -i{Mm|-]-|R| B.polymyxa
18|+ |+ + ]+ 1+ [+ ++]+[+1+1-{+1+]+1+ 1% -1+|+Im|+]+]L]| B polymyxa
18dt- J+) -1~ -t +]+1+] -1 +7 -} -1+l-F-}+1OvVC|-1|+]- Gl -{+{L| B firmus

20120al-1+]-]-]-]-1+}+l+7+}t-1-1-7-1-1+ O&O -]+l -1M|+]+ R} B brevis
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Tabla III-18.

continuacién

m 1 - m m gl ol o W w wl 8 sl 2l w .M ° m

g E A N = Y I 1 - 1 .

ER R I - O I - B B B R I - = —

S o |« O < Rl <| €| Ol o af 2| 5| 0| & 2| 3| O m| & 3| <| & & 6 2

20 {20b} + )+ |+ + |+ +j+ |+ +]-]-}+]+14+]+ Oﬁcm -{+|-|M|-]|+{R]| Bpolymyxa
PATS I IE T I T D U FUN IRTU ROV D I BNV BT AOVER DI SN S fuco -lal+imi+]+ L B. megaterium vard, {lexus
21b( - [+ |4+ [+t o e O -+ | -] 2]+ | L] Beircuans
lef+ |+ |+ 1+ i+ f{+ ]+ +]+{+1 - -t+]-1-]4+ ,wo -1+t -itM{-|+]L/| B.polymvxa
2rdf - |- -l - e -t - - s lovel - -l oG]+ |+ | L B.badius
2le} -+ - -F-ft+]-4{-]-|-t-1-1-1-41+1+ OHO -1+ 1 -1G]-}+|L} B.lentus
208 )+ oy +H -+ ] -+ |+ )+ ]+ pve]- |+ | -Im]|- |- |R| B.subtilis
2lgl -1+ -+ ] -1+ |+t+]+ P+ +)+]+)-1+0OvCl-1+]-IM]|-]-1R B.subtilig

21 2thp++ - |- |- |- ]+f+{+{+]-|-|+]-1-|+vc|-|d|-|mM|+]|-|R]| Bbrevis
5 & N I B O B I S I R 2 IE O R0 S U B U A R O._%m -+t -IM|-|-{L1| Bbrevis
PG T A R [P B I R R R I A T I R I nwwﬁ -|+{-iM|+]+ L | B.coagulans tipo B
2tk + |+ |- e el sl o - - %S 4] M|-|*|R|B.coagulans tipo B
210 [+ |+ |+ [+ |+t a1+l +f+]+l.f+btct-[+]- M|+ ]- | R} B.licheniforinis
2iml + j+ |+ |+ p+ |+ |+ |- [ +]d|+]+1+1+ [+ PvC|-|[+]-iM]|- |- |R| B.licheniformis
2ta| - [+ [+ |+ |- [+ 1+ 0+ ]-1+0-1-4+1+|-1+bvc|-[+|-1m|-|+ |L{Btirmus
21pl+ |+ 4+ [+ f+f+]--f-1+]-1-4+]+]+ 1]+ dw& -{t1-1G |- |+ |L | B.coagulans

24 (24a| - {+ [+ {+ |+ -+ |+t |- -1+ 1+ (- |+ % -4~ t-1G{- |- tL | B.pulvifaciens
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Tabla I11-18.

continuacidn

m % w m© o & M
1] -
5 Elal ol B8l 228 |8 sl el |3 |gcE
0 3l of 31 8 5 ©) a2 2 5 ol &) =t of 8| & = al ¥ o 9
=) o < Of 2 vy =2 ol el = ol | @ wl 2] =} wl © 31 S Bl o
sl elelz a2l B aolsl sl 2 2l 2ol sl ol &l g9 alal sl o T s
— . -t Rad e A - T
Slol< O <| Rl <| < Ol o al Z| 2| 0| & =| 3| & @ | 8| 2| <| & &| @ & ESPECIE
24b(+ |+ ]+ )+ +H] -t F+H] -] f-H=-1+]+] -]+ O.L,m\, -|*+!-|M|-|+|L | B.coagulans
3)
e+ |+ |+ |+ +H]H ]+ -]+ -+ ]+ +IOVC) - d] -~ M| -] +|R]| B.subtilis
24 124d |+ |+ |+ |+ )=+ ]+p ]+ ] -]+lovCl -+ |-]|M]| -] -|R| B.pumilss
2de |+ |+ |+ |+ |+ |+ [+ +] |+ +}+ |+ +]-f+OvC] -+ ]-[M] - +]|L|B.licheniformis
24f -+ ]+ + |+ |+~ 1+ -]+}-|~-]+]+]d]+|OvC]-{+-|M]-|+]|L|B.circulans
252 - |+ ) -] -] -]+ +)-1+}-]=-41F)+]~-]+]OvVCl- |+ ]| -|M| -] +|L | B.brevis
25b |+ |+ |+l + ) H -] -] H ] -] FOVC] - |+ - IMTF -] +{L | B.licheniformis
25¢c| -1+ +1 + + Y I D D N T e T O O Muﬁfm\mu - + - M} -1 +|L | B.coagulans tipo A
o5 (200 - [T+ 1 -1+ {+]-1-[*T-V 1+ +loeq- ]+ I~ G*} +| -{L | B_coagulans
25| - [+ |+ +[+ | +1+ ]+ +1d]+1+]+]+}+]+ @80 -+ {+{Gl+|+|LiB.megaterium vard. flexus
VLI I IR B B I BT B S e R A R R R S O&um -{+*1-iM}| +| +{L | B.circulans
201 - |-]afjd}+ | +]-+-1+)-1-1-1-1-1+ O_m.m -{+ | -iM}] +] +1L | B.circulans
il +1+fj+ ] -t+F+]-]+7-1-1-F-1-1+ -4+ |- + | + ifaci
25j m«% G L | B. pulvifaciens
Bla|+ |+ |+ P + |+l + |+ + -] +lovg- [P |- M| -] +|L|B.licheniformis
g (30| [+l e+ 4+] -+ ]ove- [T |- M| -|+]|L|B.pumilus
Ble [+l +f+p+l -+ +f -1+l +]+{+fovg]- {*|-IM]|-|+|L{B.pumilus
h 3id|+ - -j-}-t-p+ ]+l ]+ +y -] -F-19 nw@ﬂ S+l 4+ R B.brevis
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R EEEE RN E I EEEEEEE

o I ol Bl &t 5 2] S «f ¥ o = & B S & @ = @ | ©f of al & 2 B o

=10 | < O < R <f 2 0] o] A E|l of O| &] 5| 3] of m | 5| 2| <| & & @ o] ESPECIE
3lej+ |+ |+ ]+ - +j+]+ ]+ +]-]J+]+] +}+] +OvC{-1+7-|m}-]|+|R]| B. subtilis

3131+ p+ i+ |+ -+ +}+] =)+ -+ + |- +OVC]-|*+]-{M]-|+]L | B subtilis
3lgl+ |+ |+ |+ - +|+|+}1+{a}-|+|+]+]+]+OvC|-1+]-1M} -1+ |L | B. subtilis
33aj- -1 -~ -} +t+i =oAL~ -f-tF) -] +HOVCl -] -I{M{+] - |L| B.firmus
33pf+ [+ |- |- -] -+ fH]Hpa] -+ -] - Hfope] -+ - M3 - | - | R| B brevis

33133+ |+ [+ |+ ||+ |+ -yl +] ]+ -] +OVCl-[+]-{M]|-]|-|R]| B.licheniformis
33d|+ |+ |+ |+ |t ]+ ++ -] +]+|++]+]-|+fovC|-|+]|-{M|+]+]R| B licheniformis
33e|+ |+ f+ |- |+ P+]+]+] 4]+l +]-]-+lovel-{+]-IM¥+]-]L] B cereus
Ba|+ |+ ]+ |+ -]+ +}+]+i+ja]+|+]+l-1+OvCl-}+|-]IM|-]-IR ubtili
b+ [+ [+ fd|* |+ +|+|-|+|+|+|+|+][d]+[0yC|-|*]|-]|G|+]|+|R| B.licheniformis
35c|+ |+ |- | +f - -p+1+P+p- -1+ + ] -1+ O&n ~|*¥1-JP}-{+|L | B.pumilus,
3bd |+ |+ |+ |+ 4+ HbH] -4+ 1+ -+jOVCl-{FT|-{M|+]|+|R| B.polymyxa

35 35ei- t- |- -] -] -]+ +]-1dlal-1-]-1-1+ O.«.O -1+ 1 -|M{+}+1{L | B.sphaericus
5L - |+ || -+ + Ay}~ ]+ OVC -+ M- | +{R{ B.megaterium var,carota
35gl+ |+ (- |- |+ |+ +]|+]+]+1+|+]+]-]-]+ovCl-|+|-]|G®-]+|L | B.cereus
38h g+ |+ p+ |+ |+ | +[+]|+)+|+1dl-|+)-J+]+OvC- |+ {+{M|-{+]|L | B.polymyxa

39 139b |+ |+ |+ [+ [+ |+l +]+]-|a]+1+}+]+]+|+]OvCl- ]+ |- M+ |+|R| B.licheniformis
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Tabla I1I-18.

continuacidn.

m o - m m ol ol @f af @ w| § =l 8l o b1 m

AR I = I I - B e I = B - -

HEEEEER LR EEEEEEEE IR

S| O <| B < Rl <| 2| S| o| 3 gl 508 =|a 8 aligzl<d s a d espEcr
e[+ f+ [+ |+ + I+ +1+H -+ + -]+ OV - #]-|M]-}- L | B.licheniformis

39 39d{- {+ |+ |+ -+ ]+ I+ } -] +}FI+]-]+) -1+ @MO -l -t +IMP+ |+ 11 B.megaterium var. flexus
e[+ |+ }+ |+ -+ )+ |+ |- Jd|+]|+]|+]+]+]|+]|OvO- ]| +]|-|M|+]|+|R|B.subtilis
39f [+ {+ |- | +§ -] -J+{+|-1+|a|[+]+]+]-1]+ ﬁW«O -l +|-|P |+ + | L | B.freuderenchii
40a|+ |+ |+ |+ - |+ +]+]) -]+ df+]+)+] -] +|OvC] -] +]-|M]|-]|+]|R]| B.subtilis

40 1 40bf+ t + [+ +]+ L+~ -0 -F-1-1*t-1+]+ mvu&u -1+ -1G|+}|+}]L| B.coagulans tipo A
40c|+ |+ |+ [ +{+ |+ [+ +]- |+ d]+|+]+] -] +OvC|- | +|-|mq -|+|R| B.licheniformis
4dal+ |+ |+ |+l + |+ F1H ||+ [+ ) +] +HJOvCl - | 4] -]M|-]-]R]| B.licheniformis
44bf+ { + |+ | |+ fH]H} -+ +]+E+] )+ +jOvC] -} 4} -1 M} - | + ]| R| B.licheniformis
44c] - [ - |- -f - ~J+[+|FH |+ A} +L -1+ -1+ O<e -{+]-{P[+{+|L| B_brevis
44d| - { + 1+ | -] - -jH]HIH LA+ P+ H] -+ OBO -|+1-|g® -|-|R} B.brevis
44|~ |+ |+ |+ -p b H - dHldlH]H] F] ]+ O<mu -+ -|m|-|+{R| B.brevis

44 44ft+ { + |+ +{+ ] ~f+{+b+] 4]+ +1+] 4] -1+ &.ﬂ -{+{-{M{ -1]-1|R| B.licheniformis
d4gl - | - |- - -] -t-1+1-jdi+] -] -1 -1+ ORLO -] -1 -f{M| +1+[L| B.aneurinolyticus
44h|+ |+ |+ ]+ -+ + ]+ -1+ +1 ]+ +] +] +fOvC{-]d| -|M]+]+]|R| B.subtilis
L N e e RN N R N R R RS R RN o e R R | B.pumilus
44jl+ |+ pr - - FHEHIr -] -l AL - jovd -+ -iM - | - | R} B.pumilas
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REEE P EEEEEEREEEEEHEEREE D

AR EEEFEEEEE R EEE R IEEEEE R

Sl o< O <| R < <O 3E 5|0 &= 30wl 2z < & &l af af ESPECIE
agi| + [+ |+ 1+ -+l +t+]+lal+l+]+1-1+lovgd-|+]|-1M|-1-1|R} B. subtilis

44 (441} + |+ )+ b+ -+ +l+f-1+lad) il +]+]-1+lOva-}t+1 -|M|-]-1]R]| B subtilis
dquy+ |+ f+ |+ |- +fel{+l+ |+ +j+[+]+]+]+fOvd -1+ -|M|+1]-|R{| B _subtilis
45al- 1+ -f-) -1+l -1 +}-1-]+l-]+]+}+1]+ mmmo -{-{*+t|M|+]l+]L| B.megaterium v
45bfl - 1+t + -1 -J+] - +]~] -1+ +]-1+)-1+ O@O -l -t+im|+}t+]1L| B.megaterium var. flexus
g5c|+ {41+t t+]-l+]+]+lal+]1+]+]-]= mmso -{di{-{M|-]-|R| B. coagulans
a5d|+ f+ |- -1+ -1 +b-4 -] -1+ 4]+ + .@O -{*]-IM|-|+]|R| B.coagulans

a5 45l - |-ttt +)-f-|-]+1+1-1+{+}+]+ n.vqﬁu R R S 5 VN B R S O B. coagulans
a5f{+ |+ + ]+ |+j+1+]{+]-|+{+]+]+)+l+]+lovC|-{d}-1G]|-]+]R]| B.licheniformis
a5gl+ |+ {4+ i Hp e et el - eyl - +lovel -1t - M) - | + | R| B.licheniformis
45h| - 1 -+ |-+ f-1++|+]+]-]-1-1-]-1+ Ow%m -|-1-1G}|-}|+|L| B.pulvifaciens
-5;3 00 I N R R N B I R0 U I B R R I B 7«10 -|-{-{M}+]+]|L| B, lentus
455 - |- -t o+l -+ psl -1+ ovd| - |+ M|+ |+ | L} B.pantothenticus
46al+ |+t - -1 F |+ -|+]-t+l ]+l - f-1+lovCcl-|-1-|IM|+|+]|L1}| B.cereus

ae 1480+ |- - - - - ovel - [+ -leel- [+ ]L B. coagulans
46cf+ |+ +H - [-1-1* i -1-1*+|+|+]|-1+pPvC|-i+*|-|M|-}~-]L| B.pumilus
agdf+ [+ {+{+ -1+ +]|+1+]+]+]+1+)+{-1+pvc]-]*]-Im|+]-[R]| B. subtilis
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Q o NS
m o a .m o © N .m
TIE| 8l 2 el 2 2 B 2 al 52 B R e 5] e g E & eseear
s| o]« O < R <| < O of af Z| 5| O & =| 3 O| m | & 2| <| & & & @
FETS I ' I I D O D I R D D D e e MY - | - | R| B_brevis
47 (470 - |- - -1 --{-1-1-1-"1-}-1-1-t-1+1EBT|-|+{+|{Mm|+]+]L]|B. sphaericus
4Tcl+{+ 1+ H{HI+f+ ]+t +f+f+ -7 +IM]|-]+]-{M|+] -] R| B. cereus vard. mycoide
4Ba|+ |+ ||+ -+ ++] -]+ 1d|+]+]+]-|+lOve) -1+ -|Mml-]-1R| B. subtilis
48bj+ 1+ - -]+ H |+ + ]+ d}f-f{F+|+[-]+IOVC]-|d]-IM]-|+]L
48 |48c |+ - ~| -] -] -+ + | Hq Al -|+]|+]-1+OvC|-[+]-|IMI-|+]L
48d| +J+t+| + |+ d)- |+ +Hla ]+ -]+l +l+FOVC -+ - M-+ L
48el + 1+ |+l 4+l al+{+] -1+l -1+]+]-14 O.mmmu -+ -IMl+1-1L
Sda|-{+ |-} -1-1-]+f++|+]l-1+{-]-[-]1+0OvCl-]+]- Em -1+4jL
54b| - |+ [+ + |- -1+l + )} -+ |dj+|+}+L-)+OVC] -+ | -IM]-]-I{R
Sdci+ 1+ - -y - -+ |-t -)-[-1+OvC|-|jd]|-|{M]|-]+1L
S4d - f+ - |- |-+l + 4+ ]-f-{+]-}|-1+0vC]-|+]-1G3-t1+]L
54 [54e| + |+ | - -+ +|+|+|+{+|+]-T+]-]-]|+fovC|-|a]-|c®-{+]L
54f | -1+ -} - -+ +]+P+]+ -1 -F-]-t-|+OvC{-|+]|-|M|-]+lL]| B.firmus
54gl+{- | -1-1-1-1-t+[{+{+t-3-1-1-4i-1+ Omwﬂ -}1-1-{Mi+}1+|L ]| B:aneurinoluticus
54h |+ |- -1-t-|-J-4-]-1-4{-1-{-]-}-1+pvCl-|-{-1M|-]+{L! B.badius
Bai l+ 1+ 2] +] -1-1+1+1+1-1al+1+1+1- +©_uq\e -+ i-|M}-|+|R| B. pumilus
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2 2 <

m g 7 ...m c ol ol w wl 8 al w m M

AR PR EEE R R R N

R EEEE R EEE R EHE R ER R R EEEE

5|8 | < O < R < < 0|0 25|08 =30 al g sl < & & & mf ESPECIE
S4j | -+ [+ - - A - A+ Hp - HOVG -+ | - M| -| - | R| B licheniformis
S4k | |+ A - -+ FOVG -+ -M| -+ |L | B. pumilus
541 f - |+ |+ |+ - - H] H+L-)-]+]+]+]-1+|OvE -]+ -|M|-]+]|1 | B._pumilus

54 (54m| + | 4| +| |- [+ 4|+ ] i+ +] ] +]-|+|Ovg -1+ ] - M| -] -|L|B.subtils
Sanj + | + [+ +] -+ |+ H|+H| ]|+ ||+ ] +{Ov] -]+ -|M| +|+|R]| B_subtilis
Ban| - |+ 4| +f -4+ +]-fHf+ 4]+l +f-1+]OvG- |+ ]| -|M|+]+|R|B subtilis
Sqof+| +|H|H| -+ |+ H| -]+ A +OVG - |+ ]| -|M}| - -|L | B. subtilis
59afl - -} - - =1+ -{+} - +]-}-1-1-1-1]+ O.%m -|+{-M| -] +|{L| B.firmus

59 [59bf - | - -l +f+| |+ 4 -p [+ -]-)-{-]|-Jog| -+ |-]|C|+|+|R]|B.larvae
59c| - | 4| ~f | - -] -{F}-fd] |-+ +H}+HOVC]-|-]|-]|G| -|+|R| B.aneurinolyticus
Tlal + |+ | #+{ + | +} -1 - |+ +] -t -{+1+}-1]1+ ﬁ.«w -}+1{-[{M| -] +]L| B.coagulans

PP AL Tl Il Ul et U Il Tt Tl I sl I Il Il I I 0SS B S S I R| B. subtilis
Tle[+ |+ | +] +] -] +] +] +| - +[d|+][+|{+]{-|+|OvC]-|+]|-|G[+|-|R| B. subtilis
df + )+ ) -] -] -] - -p ] -] -] -] - Ove -] -] - [M] -] +[R] B.aneurinolyticus
7haf + |+ | +] +] - 4] ]+ |+ et F]H] -+ OV -]+ |- |G| +]| -] R| B._subtilis

75 [75b) - |- b H - - Hfd] -] -] - [-f*jove] - |+ |- |G| +]-]|L|B.firmus

h 75¢) - |- -4 -] -] -} -]+ -]-|+l+1-]-f-V+Jovcl-J+1+|M]| +] +]lL | B. freudenreichii

——




Tabla 111-18,

continuacidn.

m m 6
o o 2 L o M
) (3] -
5 Slal o I8l8 222l (8 sl Mal |8 |eE
8 ol ol 3| B 5| 2Nl Bl 2| B o Bl 5l 2l el ElLlE ql & of &
Bl 8|l ol Sl el of ®f Bl o 20| &l B 5| 5Bl ol & BB Sl B 2T
S| o of & =1 3] 5| 2| = 3] o 2| 5| =] = & o sp @ B S M s 2R Qg
LMCAGAXAACGLNUCSMLCEmNATPBBmvmo:w
75d] +{+l+ |+ |+ + -+ -1+t +OveE-1 H]- M- |+ |L B. polymyxa
75 |75e| +]+ |+ |+ |+ H+ -+ |a|+ ]+ ]+ OVCI -] +]|-|{M]|- |- |R| B.licheniformis
Tlastp 4|+ ] - - - - F -+ jovel - H - I M- |+ |L | B.pumilus
NNE - ol 1+l . ;
T6a| +| + +| +]+ d |+ + £ﬂ M + |R| B.coagulans tipo B
76 {76by +1 -1 - -] -] -1+ ++1-]-]-|-1-}-1+OvC[-1-]|-|M{+ [+ |L | B badius
w tc) 4+ - e - -] - ] [+ e L | Bealve
-t 8af - -t -1+ =~-]-]-}-}-1+1-1-}1-1-1+OvC}-}-]-{M|-}+1]L | B.badius
1
78 78b] - +p+ |+ ]+ |+ FH] - -] F ]+ -+ ]+ +OVC]-|d] - Zm_- + L | Bicoagulans fipo A
T8c} - | +f-1+] -1 +} +{+)-f-1dl+|+1+]|+]|+JOvC} -]+t §L+ + |L | B.megaterium
78| 4|4 |- - |-} -|d{+]OvCl - [ *1-|M|- |+ |L | B.coagulans
729al + 1+l + {4+t -t -b-t+1+1- -1 -1+ O..««ﬂm -1+]-1c®-1- IRl m coagulans tipo B
79 [T90| * b H |+ |+ L) -] p oo+ 4] - [+ 1QuCt - fd |- {MI- |+ |L | B.circulans
T9c| + [+ +|+|+ | +]-1+1-|ad]df-]+]+1+j+{OvCl-|+]|-|M]- |+ ]|L| B.polymyxa
80a| +| + |+ |+ -+ +|+]+{+]+|+]+{+]-|+OVC]-|*]-1G]|- |- |R{ B.subtilis
80 |80b) +| - f -]~ h+ [+ |-+ H+ -+ OYF] - *1-|M|- {+ |L | B.coagulans
goc| - [+]-1-1-1-t++{+{+t-1-|+1-1-]+bve|-|+]|-|md- 1+ |L [ B.brevis
g1 |8lal -1+ +i+1 -]+t +)+i+]-]+]-}+]+j+i{+OvCl-|*}-f§G|+ |+ |R | B,firmus
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Tabla I11-18. continuacidn
1] =
m. a m 5 ,.m
AEEEEEEE R EEEEEEEERIE R EE
10| < O] < K < <l o] o ] 2l 0| 0| & = 3] Ol m| 8] £ < & & a| @| ESPECIE
81 Blbj+ J+ 4+ +l e+ + |-+ ||+ +] 4]+ O&;ﬂ -+ -Gl +]|+]|1L]{B polvmyxa
Blep - {4+ +l -+t +-1-t+1+] +]+}+]1+j0ov -+ | +|G® +|-]L!|B.megaterium
olal. |+ || ol Jofa]s-{--f-]+|«]+]+]odd-[+]- M{ +| +| R|B.firmus
919 b+ [+ 4+ ]+ +] -+ -] -1+]+] -] ] +] +]+ W«%@ S+t IMl+]+|R
Slef+ f+ a4t fafaf |- |+f+|+|+|-|-]+fovg-|+|-]|M|-]-]|R]|B.subtilis
98|98af+ |+l + |+ -+ - jd ]+ +]-|+]lovd -|+ |- |m|-]|+|L]|B punilus
99a) . [+l [+ -]+ -]+ |+ ]+ «]+]+]+]0¥d-|+|+|m]|-]+]1r|B. megaterium var. flexus
99l 99| -\ 4 b [+l + ]+ [+ -f+fal-[+[+]+]+10%]-|+]-]m|-]+]|L|B. circulans
Belw paf+ |+ -+ |+ +]-f+[d [+ +]+|+{+Ovq] -+ |- M| +]|-|R|B subtiis
1018 + |+ 1+ ]+ -{-{+]+]+]-1+|+1+|+]-1+l0ovc) -+ ]|-IMm|-]-I|R B. pumilus
W01+ [+ o+ +b+f+ ]+ +l+)-)+loval -+ |- m% -1+ |L]|B. licheniformis
101101d+ |+ + |- {1 J+|d] -+ ]+ 1+)+1+1-1+10vCl " *1-|M|-|-|R[B.{reudenreichii
100 + |+ [+ { e+t ool ol da o atef el sdovel 1T - M ]|~ |Brolvmyxa
101 - |+ |+ |+ {e el te e ol faledove [T M- || LB firmus
1038+ |+ |+ | +]+ e+ 1+] -J+1-1+]+ts]+]+love]-1*1-{m|-|+|R|B.licheniformis
103103 + | + |+ | + |+ T ot l+T-0+ 1+ - T+lovcl -+ - 1tml-1]-|R[B.coagulans tipo A
103cl - |+ [+ |+ ]+ |+ ]+ ] - +1)-|-]+}+]+]+ O.ﬂ.u - |+t |- |{M|-1{+|L]|B.circulans




Tabla 111-18 continuacidn.

0 ] -
T D =
m ) m m Sl o o m w wl 5 ol 8 @ = ° m
- EEEFEE EEE PR EET RIFEREEEF
1030 - 1+ 3+ +1+ )+l -1 -1 -] +ba] ++0 4]+ OJ%@ 1+t -t M|-1+L| B.circulans
103 103 + 1+ +|+ ]|ty +t+1+]+ ]+ +1-]+1+]+1]4+ m;@o -1+ -|M]-}-|L| B.polyniyxa
103+ + | -1-1-[-t+[+]-1dt-1-]+1+}+1+30vC] -} +] -1 M -|+]|L]| B.brevis
103g) - {+{+]+-]-T+)+l+lal-1-1+1+}-1+10%-f{+{-{mMm-{-1R B. brevis
104 + [+ [+ +{+] 4+ s+ +taj-|+[+]-]+]0¥d -|+] -]c8+]|+|L] B.polymyxa
' 104bl +({+ | +] +pH ] +) +7+1+] +] +] -] +]+] +] + Gﬁw\W -{+| +|G3q+ | +}jL| B._polymyxa
mw. 104c] - |+ | + ]+ -]+ 4]+ - -+l +1 +]|+]+]+POvC] -1+|+]G®%+ | +]L| B.mepaterium var. flexus
_ 10ad] + |+ |+ + |-+ +[+]+{+]al+]-]+]+]+lovcl -1+ ] -Jm |- |- | R| B. subtitis
104ef + 1+ p++) -+l +l 4t - d]d)+}+}+] -] +vC|-t+] -IM|-{|-1R! B. subtilis
1046 ++ )+ + ) -] -1+l 4]+ -1dl+} )+t -1 +DOvC] -1+ | -IM|-{+]L B. pumilus
1041104gf +}+ |+ |+ - | - p+]+l-(1-1-]+) +j+)+]+DOvC]-)a}-{M|-|+]|L B pumilus
1040f - |+ |+ -t |+ +L+1+ |+ 4]+ +0-1-|+PvCy-|+]|-1G3+ |+ |L{ B.cereus
104+ [+ | -+ -t+j+|+{+L-{-1*+]-1+Pvc]-|+]-|M¥- |+ |L]| B.brevis
104§ - [+ [ -] -f+ 1+ +{+]+{+0+01-1+]-1-J+bvcl-|al-Im!|-]-{L ce var, albolactis
104+ |+ [+ ]+t + |+ |+ |-+ -+]+{+ {+1+jOvC]-t+| - im{- |+ |R|B.licheniformis
104+ f- -3+ +1+1+]+1-1-1-1-1-1+tovcl-{+]-Iv |- |- |R}B firmus
_ Wm| -+ J I+ P+l - 4 ovCl - |+ | - IM |- |- R | B.firmus




- 189 -

Tabla I1I-18.

continuacion

) 0 =
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al ol 3 o O o g o S o} 5 ¢ Kl & of S| al| Bl > £l ol = &
ol o o S &l 3l = = & Of of =f 5[ Al gl & «f @f @ T Of & &f 2] 5| O ESPECIE
st ol<| O] <R <l <lolof A 2|20 & =lalolal i s« & & g @
107al + |+ + 1+ + ] +}+ |+ -} +]+]- +| +]+ |+ O..wwﬂ -1l - M-+ ]1L ]| B. moHM_ﬁ/\xm
10T + p+ | |- |- +[+f+] ]+ +]-+JOvC- |+ ]+ |M|+ [+ |L}| B.megaterium va
107¢] + | + | + |+ | ~ +l+ |+ -]+ +] ] ] - + |OvCl - | + | - zﬁ + |- | R| B. subtilis
107 + | + [+ + -] +]+ [+ +]+f{dfj+]+]+)-}+]OvC-|+]-|M]|-1-|R| B, subtilis
107ef + | + ]+ |+ -] +[+|+]+]+} -+ +]+]-|+lovq-|+]|-|M]+]|-|R| B.subtilis
107ff + | + |+ ]+ 1+ -4+ |+ ]+ +]-|+]+1+{-]*+lOvQ-|+]|-[M]|-]-}L| B.licheniformis
107ft07g+ | Hp A+ R A - W«O -+l -[M}-{+|R]| B.licheniformis
107hf + | +| - -} -t-}+|+]-[dy-]-1+]-]-1+]JOvCl-]+|-|M}|-1+|L| B.brevis
1074} + |+ +} - - | =+ |+ - +}d]-14]| +}-1+OvC -j+{-~-~FM]+]+|L| B. brevis
07§ -+ - --0-1-1+1-1-1-1-1+}+]-1+]ovCl-{-{-{M|-|+]|R| B aneurinolvticus
107 - |+ -} -|+}+1-}-1-t+]-1+]-1-1-1+ mv.wno -+ -|M{+!+ L[ B. coapulans
1071} - | ¥} -~ -+ |+ +|+|+1+] -{-1-]-)-}+1{OvC-]|+]-1G8 -1-{L 1| B.cereus
0ml - | -]~ -|+]+]-1+71+}+}-01-F-1-1-1+ @«um - |- 1+IM{+]+}IL antothenticus
070 - |+~ +|-|+{+|+[+{-]+{+] +[+]-1+lovc|-{+|+1G%+]-|R|B.megaterium
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Distribucion porcentual de las especies de Bacill us aisladas e
identificadas en los medicamentos,

N a= B. subtilis
82 b= B.brevis

wj= B, circulans
Y7k = B.badius

®c= B.licheniformisW1= B, aneurinolyticus
ti.d= B.coagulans
7/,e= B.pumilus

Nf= B.polyruyxa

N\ g= B. megaterium
#h= B, firmus

&i= B. cereus

Nm= B, pulvifaciens
£2 n= B, freudereinchii

B n= B.lentus

“:0= B.larvae

7/, p= B. sphaericus

N\ g= B. pantothenticus
Nr= B.alvei
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s Variaciounes respecio a la cepa tipo
H
v
H So 3 «
@ o 3 o o b L4 —
Especie s l2al s |82 la 8|2 1E)z e s g 13 |¢
o |2l % g 9 3 £ n K g | £ by £ 9 Z ©
© 0 g ] = [ —_ @ @ o - 13 - @ L4 L
o |08 | < o < 2 < & ¢ J Z ) O » 2 3
z
%o %o Fe % %o % % % % %e % % %o K i
B. subtilis 37 24.32) . - 5,40f - - - - 27,83 - B - 2,70 2,70]82, 15
27 |14,81)37, 03| - 22,22122,22 - - - - - - - 29, 62f . 11,11
26 |38,46] 3 ,84] - 3,84 - 19,23 - - 11,531 - - B - - {33,844
22 }36,36] . 9, 09 - - - - |36,36) 9,09 - 27,27 - - - -
18 | 38,88 . - - - - 11,11 - - - j2z,22{11, 11 - - 27,7
B._polymyxa 17 23,582} . - - - - P76l - - 11,7647, 05 - - f11,76}17, 64
B. negaterium 14 {21,42) 7,14| . - - 7,14 (21,42 - 28, 57| - - 7,14 7,141 - 35,71
B. flirmus 13 | 7,69) 7,69) . - - - {15,38| - 46,15]15,38123,07| - 38, 46) 46,1538, 46
B. cereus 9 (1,11 . < faz,33f - hiujp - -] - - la4,44) 22 22] - -
B. circulans 9 44,4411, 11) . - Py, - S RV A 3 R D P 8 I B - - -
B, badius 6 - 33,33 . - |6, 66| - |83,33166,66)16,66] - |16,66] - - R -
B. aneurinolviicus 5 {20 40 - - {20 - - - - - - - 40 - -
B. pulvifaciens 333,331 . - - 66,66 | - - - - - - - - - -
B. {reuderenchi 3 - 66,66 - - {33,330 - P33l - - - - - 33,334 . -
B. lentusg 2 - - Is0 - . - - o . - 150 - - {50 .
Latus
B. larvae 2 - 50 - - 50 - - - - - 50 - 100 - 100
B, _sphaericus 2 hoo - . - - - - - - - - - - . .
antothenticus 2 - - 100 - - - N - - - - - 100 - -
B. alvej 1 roo - . - - - - - . . - - - . -
Total de cepas 218 25,68 9,631 2,291 5 506,42 3,666, 88105 96 |14, 67] 1,83 11,46 3,21 11,01 4,58{26, 60
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® lo/F Slsalololololz|slsl8lalsl2|=lnlalsl ta]lo E i
O FladlclolZiz|alm] S|SB E|X|X]|alo|>]z2]~ specie
4d |+ +1+ | + +l-1-ls]-1+l+1+]-1-1-1-1-01+]+}-1+1+ S.._epidermidis
ge |+ +1+ [+ V+]-1-Isl-{+laft+1+1-1-0-1-]+i+P+)-1+] S . epi
108 b+ +t+ ]+ |+ -t-0Is]-l+lai+]+0-1-1-1-j+Q+b+]-1+
11f |+ +}+ 1+ J+l-1-is]-]+}{+i+d+) -] -]-f-§+]+}+]+]+
134 I+ +|+ + +l-)-]S|-}+]-1+ -1+ +i - - + +f+]+|+
13e¢ 1+ +1+ | + +]1 - {-1S]-J+}J+i+]+1 -] -~-1-1-}+}-1+p+[Q+
18 {+ +l+ ]+ }+]1-{-1S)]-}+j+1+1 -1+ -1-1-1+]1+P+Q+]-
18f i+ +]|+ | + +|l-|l-JRi-j+}- 4+ ] -} +f+]-}-]-]-1+]-]-
18g i+ +1+ | + +l-f-Ist-f+i+t+t+l+] - -}-]+]+i+]+]+
21 {+ +{+ | + +f-}-4sSt-J+j-t+i*+1-fF-1-q1-i+*t-pt*r{*q-
21p I+ +{ + - +{-}-1Sfj-]+1]-1{+ -] + +| -}t - + + ] -+ ]+ .m ._honiinis
25h 1+ +1+ 1+ T+1-J-Is]-j+J+l+{+p+] +]-4-{+]|+}]+]+]+] S _simulans
31h W+ +{+ | + + - loist-1+1-j+1+1-1-1-1-1+]+7+0+]+ S . epidermidis
33f 1- +]+ | - +i-t- sl t+f+f-1-1-}t+f+1-F-1-1+]+]- ._capitis
392 |+ +1+ | + + - 1-Ist-1+{+Vt+}+1-]-1-1{-{+]+]+}+}+] S_. epidermidis
41a J+ +{+ 1+ t+l-1-IRY-{+f-t+ ] -0+ +P-1-1-1-1+1-j-} S . cohnii
41d b+ +t1+ ]+ T+t t-Isi-l+f+f+1+b-V-j-0{-f+}+]+]-1+] S. epidermidis
473 H +1+ | + +l-f{-Ist-J+t+l+f-0-1-t-{-f+}+]+}+1+] S. epidermidis
48f 1+ +1+ | + + - t-1St-1+{- 1|+ P I B T R A I N R N A S . _hominis
488 H+ +|+ | + +l-f-1s{-{+}+4-1-1-7-4-4-}-]-1+]+]- S . capitis
ggc I+ +4+ b+ {+t-t-fsl-f+i+{+]+} -1 -{-{-1+1+1+1-}1+] S. epidermidis
g8e I+ + 1+ | + + (- {-Is{-[+t+|+{+]+) -t-f-f+{+]{+]+1+ S . simulans
a9d f+ +{+ 1+ |+t 1-jsi{-dt+{- I+t +1-t-1t-f{-t+1-1+1-}-1 S_. epidermidis
101¢€ 1+ +(+ |+ +0.l-tst-t+i{-I{+]-t+taj-1-t+]-1+1+1+ S . hominis
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Tabtla 111-21 Perfil bioqufmico, pruebas de sensibilidad y pigmento
de las cepas aisladas del género Micrococcus.
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< —_
< s =
Sl 1S
FERICE a
=2, o
2 |= Qg E o
215 o =R
=12 3o 121818
S ia NS 1512 |o . .
& |O0/Fle s 35 | |3 | | Pigmento Especie
o @< ]<}z |R
6d|{ - - - - ST+| blanco Vi. varians
21o0f--1- -1 -15]~] rosa M. roseus
21q)- - | - - - -TST-1 amarillo M. luteus
20+ -T-7T+1-71-15 blanco M. varians
25gl+ - | - -1 -IS rosa M. roseus
I5kl- -1 - - -f-15} -1 amarille M. luteus
Jal--7T-1 -1-1-151-1 blanco M. luteus
3 f--1- - -1 -})S}|- rosa M. roseus
33gl--|- - | -fJ~FS]+*] blanco M. variansg
33h|--]-] -1 -FJ-151-] amarillo M. luteus
39gl--J-]-1-1-15}-1 amarillo M, luteus
4lbj--]-] - f-V+]1S|+] blanco M. varians
41c|- -1 - ~ {-1-1S]-]| rosa M. roseus
46e]- - | - - -} -§S]|- rosa M. roseus
46f)- - | - - -f-18 blanco N.. varians
47e]- -1- - -t~]S]- amarillo M. luteus
4T |- -[-[ - 1-F-]S}-1] rosa M. roseus
S54pl- -J-]1 - 1-1-1S]-] blanco M. luteus
8d]- - - - -] -1S]-] rosa M. roseus
99e |- - |-} - 1 -1-]S5]-1] blanco M. luteus
89f (|- - | - - {-1-]1S]-] naranja M. roseus
10lgl--|- - -1-1S}{- rosa M. roseus
Tabla [i[-22 Perfil bioquimico y pruebas de crecimiento en diferentes condiciones y
medios de las cepas aisladas del génern Streptococcus
Crecimiento Crecimiento enmedio ;
3
- < 2
z g ® 3
2z, P LI
S s 185 [.1288)3 I
EN G B o Mlwalgal sls2j2a|3]|=2)3
ilsf 3 > 2les|33(7] 2 3{3(31(% 3
5| E) » 51.0 2P 305 412 3z i &
a S - - 2 3 g = B bt 5 @a o Especie )
< ot - I3} a (=9 - < %2 « = Q
PO . . + » + + + + . + | - | S. faecium {lle
. - + . . . . + - + « | - | s. uberis 54n
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3.8.3. DISTRIBUCION DE LAS CEPAS DE MICROORGANISMOS
EN LAS FORMAS FARMACEUTICAS.

En la tabla III-23 se refleja la distribueién de las espe-
cies del género Bacillus en las formas farmacéuticas. Este género
ha estado presente en todas ellas; los comprimidos y grageas han
sido los preparados que han tenido mayor numero de cepas y espe-
cies distintas. .

En la tabla I1I-24 se expresa el nimero y % de cada una
de las especies del género Staphylococcus y su frecuencia en cada
una de las formas farmacéuticas. Han estado presentes en todas las
formas sdlidas; siendo la especie mds frecuente S.epidermidis. Los
comprimidos han sido los preparados que mayor numero de cepas y
especies distintas de este género han tenido.

JEn la tabla I11-25 se expresa el numero y % de cada una
de las especies del género Micrococcus y su frecuencia en cada una
de las formas farmacéuticas. Han estado presentes en todas las for-
mas solidas; siendo la especie mas frecuente M.roseus Los compri-
midos y grageas han sido los preparados con mayor nimero de cepas
y especies distintas de este género.

En la tabla II1-26 se expresa el nimero y % de cada uno
de los géneros de mohos y levaduras y su proporcion en cada una
de las formas farmacéuticas. Han estado presentes en todas las for-
mas farmacéuticas y los comprimidos han sido los preparados con
mayor numero de cepas y géneros distintos. El género Penicillium

fue el mas frecuente (38, 889,).
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‘Tabla 111-23

Porcentaje de las especies de Bacillug aisladas en las diferentes formas farmacéuticas

Comprimidog§ Grageas | Capsulas Jarabes | Soluciones | Polvos M\““mwnr,
Especie cepas cepas cepas cepas cepas cepas cepas
n? % n? % ne A no %o n® % no [ no 3
[B. subtilis 13 {18,130 3 15, 68 5 20,83 4 15, 38 I 33,32 3 10, 34 3 121,43
B. brevis 12 jr6, 90 4 1,84 ) 20,83 i 3,85 - - 3 10, 34 2 14,20
. licheniformis 10 §14,08 9 17, 64 1 4,16 1 i, 85 - ~ 3 10,34 2 14,28
[B. coapulans 8 [11,26] s 9, 80| - - 6 {23, 07] 1 133,33] 2,45 714
IB. pumilus 6 [ B.45] 4 | 7.Bs] 3 fi2,50] 1 | 385) - - 4 - -
IB. polymyxa 517041 2 3,92 2 1833 3 154 - - 4 1 (2L
B. megaterium 4 15.63] 4 | 7.84] . - 2 (| 7.69( - - 2 2 (14,28
B. firmus 5 7,04 - - 2 8,33 2 1,69 ! 13,33 3 - -
iB. cereus 1 1,40 3 5, 88 2 8,33 - - . ~ 2 1 14
B. circulans 5 } 7,04 - - - - ] 3,85 - - 3 - -
3 | 4,221 . . 1 4,16] 2 7,69 - - . B . ;
- - 1 1,96 2 8,33 1 3,85 - - - - i 7,14
2 [2,81] 1,96 - - . - - R B B - B
B. freudereinchii - - 1 1,96} - - 1 1,85 - - 1 3,45) - -
E.lentus [ EVEIR 1,98) - - . - B - . B f .
B. larvae 1 1,40 - - 1 4,16 - - - . - - - -
B. amrwelnzm - - 4 3, 92 - - - - - - - - - -
3. pantothenticus - - 1 (98| - - - - - - - - i 7,14
E.aivei - - - - - " - 1 3,85 - - - - - -
Total de cepas 16 46 24 26 3 29 14




Tabla 11I-24
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Porcentaje de las especies de Staphylococcus aisladas

en las diferentes formas farmaceuticas .

Comprimidos| Grageas | Cdpsulas| Polvos
Cepas c C Cepas | Ce

Especie epas epas pa pas
nef % n? % n2| % n® % n| %
15.e idermidis}12{50 7 50 3 75 - - 2 50
1S, simulans 4116,66] 3 21,42 - - - - 1 25
HS. hominis 4116,66] 2 14,281 - - 1 50 1 25
S. cohnii 218,331 1 7,141 1 25 = - - -
S, capilis 218, 33 1 7,141 - - 1 50 - -

Total de cepag?24 14 4 2 4

Tabla 111-25

en diferentes formas farmacéuticas

Porcentaje de las especies de Micrococcus aisladas

Comprimidos | Grageas | Capsulas | Polvos
Cepas

Especie Cepas Cepas Cepas Cepas
net % n2 % nel % ng %o n2} %
M. luteus 8(36,36 4 40 2 128,57) 1 100 1 25
M . roseus 9140,91 3 30 3 |42, 85 - - 3 75
M. varians 522,73 3 30 2 128,57} - - - -

Total de cepas|22 10 7 1 4




- 197 -

Tabla 111-26 Géneros de mohos y levaduras aislados en Jas diferentes formas farmacéuticas.

Cepas Comprimidos| Grageas| Capsulas| Jarabes | Soluciones Polvos Nﬂﬂwﬁo
Género Cepas Cepas | Cepas Cepas Cepas Cepas | Cepas
nel % n¢ % {nef % {n| % {n%f % [n2 ]| % |n?| % |n% %
|Penicillium 738,88 2 33,334 11100 | - - 1133,33 1] 100 |14 50 |1 50
| Cladosporium 5127,77 3 50 - - - - - - - - 11 50 |1 50
|Aspergillus 4122,22f 1 16,66 - - 2166,66]1 | 33,33 - - - - |- -
} Cephalosporium| 1 5, 55 - - - - - - 133,33 - - - - - -
Rhodotorula 1 5, 55 - - - - 1133,30} - - - - - - - -
Total de cepas |18 6 1 3 3 1 2 2




- 198 -

En la tabla III-27 se expresa el nimero de microorganismos
diferentes y el nimero de medicamentos que los contienen, asi como la
forma farmacéutica correspondiente. El mayor niimero de microorganis-
mos se ha encontrado en un preparado de comprimidos (21 microorganis-

mos)

Tabla III-27

Niumero de microorganismos diferentes encontrados en los medicamentos.

Nv{xmero de Nimero de Forma farmacéutica
microorganismos| medicamentod
1 5 capsulas, jarabes, soluciones
2 1 comprimidos
3 . 6 grageas, cipsulas, jarabes, solciones
4 6 comprimidos, grageas, jarabe, polvo
5 2 comprimidos
8 5 comprimidos, grageas, capsulas, polvg
7 8 comprimidos, grageas, jarabe, polvo
8 2 comprimidos
9 1 grageas
10 2 comprimidos, grageas
11 1 comprimidos
13 1 grageas
15 1 polvo
16 1 extracto fluido
17 1 capsulas
21 1 comprimidos
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IV DISCUSION
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Antiguamente todos los medicamentos eran preparados en la
oficina de Farmacia y constitufan las ""formulas magistraled! que nor-
malmente, eran administradas al paciente en un breve espacio de tiem-
po.

Actualmente la investigacion y preparacion de los medica-
mentos se ha convertido en una actividad muy compleja, fuera del al-
cance de las Oficinas de Farmacia y cuya realizacién no puede conce-
birse méas que a escala industrial. De esta forma aparece la "especia-
lidad farmacéutica'. Estas ""especialidades' son preparadas con ante-
lacién, y pueden pasar meses e incluso afios hasta que las consume el
enfermo, si estan contaminadas con microorganismos, no solamente
pueden convertirse en inactivas, sino ademas ser perjudiciales y cau-
sar una nueva enfermedad.

Con respecto a la calidad microbiolégica, la legislacién espa-
fola distingue dos grandes grupos: preparados que deber ser estériles
y aquellos otros en que la esterilidad no es obligatoria. Entre los pri-
meros, estan los que, por su administracién directa en sangre o en
mucosas de gran absorcidn, como la conjuntiva, la presencia de un ii-
mero de microorganismos, aunque fuera pequefio, seria muy peligroso.

En el segundo grupo se incluyen aquellos preparados que,
por su via de administracién o por su propia naturaleza, a pesar de te-
ner microorganismos, siempre que no estén en gran numero, ni sean
patogenos, pueden ser destruidos o inhibidos por las defensas del or-
ganismo (piel, enzimas y acidos) o por los factores que concurren en el
medicamento (presencia de conservadores, presidn osmoética elevada,
pH dcido y baja actividad de agua).

Nuestro trabajo se ha centrado en el estudio de estos ultimos

preparados y estd encaminado a determinar cuantos y cuales microor-
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ganismos se encuentran en €stos, y asi determinar su calidad microbio-
légica. Dentro de los preparados hemos estudiado los que se administran
por via oral, ya que la mayor parte de los medicamentos se administran
por esta via, la mas natural. Ademas en este grupo se encuentra una
gran variedad de formas farmacéuticas. WallhatiBer (194), indicd en un
estudio realizado en 1977 que existia un alto porcentaje de formas far-
macéuticas de administracién oral, y que el 55% esta representado por
formas sélidas y el 11% por formas liquidas. En este momento, también
sucede algo semejante en el mercado nacional.

Para seleccionar las especialidades farmacéuticas, hemos
seguido el criterio de escoger al azar diversos preparados de las dis-
tintas formas farmacéuticas. No hemos tenido en consideracién el tiem-
po que habia transcurrido desde su elaboracién, debido a que la vida co-
mercial media en nuestro pais es de cinco afios y en este intervalo de
tiempo es cuando son administrados al paciente. Hemos excluido de
nuestro estudio todos los preparados farmacéuticos que tenfan en su com-
posicién sustancias de naturaleza antibidtica.

Los medicamentos se han agrupado por formas farmacéuticas
v no por grupos o actividades terapéuticas. Se ha creido mas adecuado
para el estudio de la contaminacion microbiana, debido a que cada for-
ma farmacéutica tiene un proceso tecnolégico especifico de prepara-

cién y éste puede influir en la calidad microbioldgica del preparado.

De los resultados expuestos en la tabla [Ii-1 sobre el estu-
dio microbiolégico de 324 muestras de preparados de administracidn
oral, se puede deducir que en general no presentan cifras elevadas de
contaminacién. No se han detectado microorganismos de ningin tipo
en el 45, 677 de las muestras. Esto estd de acuerdo con Millet (141)
que indica, que en este tipo de preparados la contaminacion es baja.
También Hirch {107), en su estudio de preparados l{quidos encontrd
valores muy bajos ya que aunque un 82% de estos preparados presen-

taban contaminacién, sdlo cuatro preparados tenian valores superiores
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a 100 microorganismos por mililitro. Sin embargo Kallings (115) indicé
que el 39, 4% de las tabletas presentaban elevada contaminacién.

Los medicamentos objeto de estudio han sido fabricados segin
procesos industriales y ésto puede ser la causa de que las cifras no sean
tan elevadas como sucede con muchos preparados elaborados en la Ofici-
na de Farmacia (166), en los cuales (pildoras y cdpsulas) algunos autores
han encontrado recuentos de hasta 1,5 x 106 bacterias por gramo (64).

De las muestras estudiadas el 50,92 % tenian ausencia de bac-
terias y el 26, 23% presentaban menos de 100 bacterias por gramo o mi-
lilitro. Estos resultados los podemos comparar con los obtenidos por
Desvignes (60) que detectaron el 63% de las muestras con menos de 100
bacterias por gramo o mililitro. También, en su estudio de preparados
de administracion oral, igual que nosotros encontraron que las grageas
era la forma farmacéutica que presentaba mayor nimero de muestras
contaminadasJ y las soluciones la menor.

Sin embargo, hemos encontrado en algunos preparados cifras
muy elevadas de microorganismos. Esto ha sucedido en los medicamen-
tos que tienen en su composicién materias primas de origen vegetal co-

mo Rauwolfia, Cassia, Prunus o animal, como pancreatina o extractos

hormonales y también en un preparado a base de trisilicato de magnesio.
Algunos autores (60) (177) han resaltado el alto riesgo de contaminacién
que presentan los preparados en cuya composicidn se encuentran mate-

rias de estos origenes. Por este motivo la USP (190) ha dado exigencias

microbioldgicas para materias primas como polvo de Rauwolfia serpenti-

s # - rd z
na, pancreatina y preparados farmaceuticos que las contengan. Asi mis-
mo en un estudio realizado en Gran Bretafia en 1971 (70) sobre distintos
medicamentos, encontraron que las preparaciones a base de trisilicato

de magnesio contenian un gran numero de microorganismos.

Para investigar la contaminacién microbiana de los prepara-
dos, se han utilizado diferentes métodos: recuentd en placa, nimero mas

probable (NMP) y filtraciéon. No hemos considerado adecuado utilizar un
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sélo método, debido al desconocimiento del grado de contaminacidn, al
contenido o0 no de sustancias antimicrobianas y a la distinta naturaleza

de los preparados. Saunder (170), recomienda realizar mas de un mé-
todo para determinar la contaminacién, ya que "a priori" es dificil es-
tablecer cual es el mas adecuado.

Debido a que el método de filtracibn solo es posible utilizarlo
para preparados liquidos o solubles, se han utilizado los métodos de re-
cuento en placa y nimero méas probable para el resto de los preparados
que no tenfan estas caracteristicas, ai igual que Fuglsang-Smidt y Ulrich
(88). Por estos métodos se ha. realizado la investigacién de bacterias
aerobias viables meséfilas y hongos, como sefiala la normativa existen-
te {84) (190). También consideramos necesario investigar la presencia
de bacterias aerobias esporuladas mesdfilas, por ser éstas muy resis-
tentes a las condiciones adversas como: desecacidn, agentes antimicro-
bianos, pH y presién osmética desfavorable. Otra razén de haber inclui-
do su estudio, se debe a que muchos investigadores (64) (85) (107) (115)
{127) (144) (183) han encontrado que el contaminante mas frecuente en los
preparados farmaceéuticos no estériles, era el género Bacillus. En expe-
riencias anteriores hemos podido comprobar que el nimero de bacterias
aerobias esporuladas, en algunos casos, es mas elevado que el de bac-
terias aerobias ‘viables, ya que muchas formas esporuladas, no encuen-
tran las condiciones Optimas para su germinacién. Un tratamiento por el
calor a 802C durante diez minutos, activa la germinacién de las esporas,
como ya observaron Curran y Evans (56)

Es interesante resaltar que en algunas muestras, el recuento
de bacterias esporuladas ha presentado cifras ligeramente mas elevadas
que el de bacterias viables. Por este hecho resaltamos la importancia
que tiene, realizar el recuento de bacterias esporuladas; puesto que si
s0lo se hace el de bacterias viables no se obtienen los valores reales de
contaminacion en los preparados. Ademds se ha realizado la investiga-

cién de bacterias anaerobias meséfilas tanto viables como esporuladas.



- 204 -

Se ha creido conveniente su estudio por la importancia que tiene el

Clostridium perfringens, en preparaciones orales, ya que como sefiald

Bruch (36), su presencia puede ser mds importante que la de Pseudomo-
nas aeruginosa. Otros autores (8) (60) (127) (144) también han incluido la
investigacién de bacterias anaerobias en los preparados farmacéuticos,
aunque ninguna normativa oficial 1o especifica. La FIP (82) indica que

la investigacidn de bacterias anaerobias no se debe incluir de una ma-
nera sistemdtica en el estudio microbiolégico de este tipo de prepara-
dos, debido a que las cifras encontradas por diversos autores (8) (127)
(144) han sido bajas en general.

El recuento de bacterias aerobias es el que ha dado, con es-
casas excepciones, cifras mds altas, siendo también la contaminacidn
mas frecuente en todos los preparados farmacéuticos. Los valores altos
se han encontrado en las siguientes formas farmacéuticas: extracto flui-
do, grageas y polvos, tanto por el método del NMP como por el de pla-
ca.

Los recuentos de bacterias anaerobias han sido siempre més
bajos que los obtenidos en bacterias aerobias viables o esporuladas. Las
cifras mas elevadas se han obtenido en el extracto flufdo y grageas y no
han sido superiores a 1.000. La causa de ésto es que presentan valores
muy altos de bacterias aerobias, siendo algunas de ellas capaces de cre-
cer también en anaerobiosis.

Respecto a los mohos y levaduras los recuentos mds elevados

se han obtenido en dos muestras de comprimidos (21 ZIB), siendo

incluso superiores a los obtenidos en bacterias aerotﬁas. También Lud-
va (132) encontrd una muestra de comprimidos que presentaba una con-
taminacion por hongos superior a 50. 000 por gramo. Diversos autores
afirman (60) (85) (192) (194) que sin una estricta vigilancia de las ma-
terias primas es posible encontrar en los comprimidos cantidades su-
periores de 1.000 a 10, 000 hongos por gramo. En el resto de las mues-

tras los valores de hongos han sido mas bajos que los encontrados en

bacterias aerobias.

—— o e e S . e
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De las 35 muestras que presentaron hongos, todas contenian
mohos excepto tres (GlA, SIBT SIC) que coantenfan sdlo levaduras. En
ningin preparado estaban presentes ambos contaminantes juntos. Gallien
(89), igual que nosotros, encontrd un nimero muy elevado de muestras
de grageas, cdpsulas, comprimidos y jarabes, con ausencia de contami-
nacidn por hongos. Doce muestras que presentaban hongos no tienen bac-
terias, corresponden a las formas farmacéuticas de comprimidos, cdp-

sulas, jarabes y soluciones.

Desde el punto de vista de la salud, la presencia de microor-
ganismos patégenos ha sido siempre el principal objeto de atencién. Tan-
to los investigadores como las Farmacopeas y los organismos internacio-
nales, han estado de acuerdo en que debe haber ausencia de microorganis-
mos patégenos como: Salmonella, E.coli, Ps.aeruginosa, S.aureus,

De acuerdo con algunos autores (8) (60) (64) (107) (115) (127)

en nuestro estudio hemos inclufdo también la investigacién de otras bac-
terias indicadoras de contaminacion de origen fecal, como el S, faecalis,
porque son capaces de sobrevivir a condiciones ambientales y tratamien-
tos mas adversos que E, coli y su supervivencia puede ser indicativa de
una deficiente calidad higiénica. En preparados que han sufrido algin tra-
tamiento térmico, la investigacién de S.faecalis y esporas de Clostri-
dium sulfito reductores, es mejor indice de contaminacidn fecal que
E.coli, puesto que éste se destruye a temperaturas de pasterizacién, a
diferencia de los otros microorganismos que son mas resistentes (141).
Devleeschouwer (64) sefiala que se deberia incluir la investigacidn siste-
matica de S.faecalis, aunque no estd en la normativa de la USP (190)
FIP (84) BP {33).

En las muestras estudiadas la presencia de los microorganis-
mos patdgenos e indicadores de la contaminacidn fecal investigados (E:

coli, Salmonella, Shigella, Ps. aeruginosa, S. aureus y S. faecalis)ha

sido negativa. Al igual que Azria (8) y Mosso (144) no hemos encontra-

do enterobacterias, a diferencia de Desvignes (60) y Hirch (107).
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No se ha encontrado una relacidn apreciable entre el tipo de
envase y la calidad microbiana del medicamento. Aunque en algin caso,
como es el tipo ""blister”, podriamos considerar que existe cierta rela-
cién, no se puede afirmar ya que en este envase se envasaron los prepa-
rados hormonales, cuya contaminacion microbiana, como hemos dicho

anteriormente, puede proceder de las materias primas.

Debido a la variedad de microorganismos que estan presentes
en los preparados estudiados, se ha observado presencia de microorga-
nismos saprofitos en todos los valores de pH, aunque el mayor % de mues-
tras que presentan contaminacién bacteriana se encuentra en la zona de
pH alcalino (66, 66™) y €l menor en la de pH acido (40%). Igualmente el
mayor % de muestras con contaminacion flingica ha sido a pH alcalino
(22,22%). En otras zonas de pH los valores fueron muy semejantes.

El pH de los medicamentos es solo uno de los factores que in-
fluyen en el desarrollo de los microorganismos y no se puede considerar
su efecto sobre ellos, independiente de los demas. Por sf mismo no es
eficaz para evitar la contaminacién microbiana, si ésta ya existe. Aun-
que puede inhibir el crecimiento de los microorganismos no los destru-
ye y estos pueden detectarse posteriormente en el andlisis cuando se
cultivan en las condiciones Optimas.

Una de las causas por la que hemos encontrado mayor% de
muestras contaminadas en la zona alcalina, puede ser debido a que, los
conservadores méas utilizados en la industria farmacéutica son el dcido
benzoico y sus derivados (parahidroxibenzoatos). Estos son mas activos
frente a hongos y bacterias a pH moderadamente dcido y neutro, ya que
en estos valores de pH el grado de disociacion es muy bajo y las molé-
culas sin disociar de acido benzoico atraviesan con mayor facilidad la
membrana celular de los microorganismos (14).

Respecto a la presencia de Staphylococcus se han aislado di-
versas especies que aparecen en su mayoria en los medicamentos que

tienen pH neutro y en menor nimero en los de pH dcido. No aparece nin-
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guna en los que tienen pH alcalino, lo que esta de acuerdo con Azria (8)
en su estudio sobre jarabes. Ademds del pH, hay otros factores que
influyen en el desarrollo de los microorganismos, como son: presion
osmotica, presencia de sustancias conservadoras y la actividad de agua
(aw). Respecto a este ultimo factor, los valores son variables para los
distintos microorganismos. En bacterias entre 0,81 a 0,99 y para hon-
gos de 0,68 a 0, 92 (14).

Los valores medios de a,, obtenidos en las distintas formas
farmacéuticas son: comprimidos 0, 63; grageas 0, 62; cdpsulas 0, 44; ja-
rabes 0, 89; soluciones 0, 90; extracto fluido 0, 86 y polvos y granulado
0, 55. Estos valores son bajos y no permiten el desarrollo de los microor-
ganismos presentes, excepto en el extracto fluido, jarabes y soluciones,

donde la ay, puede ser un factor que favorezca el desarrollo de mohos.

En los preparados liquidos, se ha detectado la contaminaci6n
microbiana por los métodos de placa, NMP y filtracién. Ha sido el mé-
todo del NMP el que ha detectado mayor porcentaje de muestras con bac-
terias aerobias viables (aunque las cifras de los recuentos han sido ba-
jas) en relacidn a los otros métodos, siendo el método de filtracion el
menos sensible. Por el método del NMP se ha detectado contaminacion
bacteriana en 19, 75% de las muestras mdas que por el método de placa.
Esto podria ser debido a que éstos preparados tienen en general un ba-
jo nimero de microorganismos, muchos de los cuales pueden tener al-
terado su equipo enzimatico y su crecimiento se ve favorecido en medio
1{quido. Hess (105) comprobd que el método del NMP era mdas adecuado
para detectar un nivel bajo de contaminacién en los preparados farmacéu-
ticos.

En cuanto al recuento de bacterias aerobias esporuladas, el
método del NMP ha sido el mds eficaz, la sensibilidad fue seme jante en
el método de placa y filtracidn. Respecto al recuento de bacterias anae-
robias y hongos se han realizado por el método de placa y filtracidn, no

haciéndose por el NMP. La sensibilidad ha sido mayor por el método
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de placa que por el de filtracion para ambos recuentos.

Azria (8) y Hirch (107), senalan las ventajas del método de fil-
tracién para los preparados l{quidos, pero no han realizado su estudio
comparativo de diferentes métodos; nos cabe pensar si todas estas ven-
tajas son sdlo tedricas puesto que no han sido comprobados experimen-
talmente por ellos.

El recuento de bacterias aerobias en los preparados solidos
se ha realizado por el método de placa y del NMP (grafica I111-2). Tam-
bién ha sido el método del NMP mds sensible que el de placa, ya que el
22, 70% de las muestras han presentado contaminacidn bacteriana por el
método del NMP y sin embargo no se ha detectado por el método de pla-
ca.

No es facil establecer una relacién entre el grupo terapéutico
v la calidad microbioldgica, debido a 1a gran diversidad de componentes
que integran cada grupo terapéutico y ademds por sumarse a veces dos
o més acciones en un solo medicamento. S5lo en grupos terapéuticos muy
definidos como los preparados hormonales se ha observado una contami-
nacién en el 100% de estos, que puede ser debido a llevar en su composi-
cién materias primas de origen bioldgico. De acuerdo con varios autores
(60) (89) (175) serfan estas materias las causantes de la contaminacidén
microbiana, También los antiespasmddicos y antidcidos presentan con-
taminacidn en el 87,50% y 80% respectivamente y podria deberse a la
presencia de materias primas de origen mineral, como el trisilicato de
magnesio, que en ocasiones contienen elevada contaminacidén (70).

Siguiendo criterios semejantes a otros autores (8) (60) (66) se
han establecido cuatro categorfas, segin el contenido microbioldgico:
ausencia, menor de 100, 100-1,000, mds de 1. 000 microorganismos por
gramo o mililitro (tabla II1-4 a I1I-15).

El porcentaje de muestras que han presentado ausencia de con-
taminacidén por bacterias aerobias viables y esporuladas, ha sido muy
variable de unas formas farmacéuticas a otras. Las soluciones y las cap-

sulas han sido las formas farmacéuticas que han presentado mayor pro-
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porcién de muestras con ausencia de bacterias aerobias viables ¥y espo-
ruladas y el mayor porcentaje de muestras contaminadas se ha presen-
tado en grageas y polvos.

La proporcion de muestras con ausencia de bacterias anaero-
bias ha presentado menor variacidn que en las aerobias, en las distintas
formas farmacéuticas. Han sido las soluciones las que mayor porcenta-
je de muestras han tenido ausencia de anaerobias y las grageas las que
menor. El mayor porcentaje de muestras con ausencia de contaminacidn
fungica ha correspondido a las grageas y soluciones, siendo los jarabes
los preparados con mayor porcentaje de muestras con presencia de hon-
gos.

En la categoria microbioldogica menor de 100, para bacterias
aerobias, el porcentaje mds elevado de muestras, se ha obtenido en pol-
vos, grageas, jarabes y comprimidos. Respecto a la contaminacidn fin-
gica han siqo los comprimidos y capsulas las formas farmacéuticas con
mayor porcentaje de muestras.

En la siguiente categoria (100-1. 000), en el recuento de bac-
terias aerobias han predominado los jarabes y comprimidos y en hongos
el extracto fuido.

En la categoria de mas de 1. 000, las formas farmacéuticas
que han presentado mayor porcentaje de muestras con bacterias aero-
bias han sido: extracto fluido, grageas y polvos y para hongos se han en-
contrado en extracto fluido y comprimidos. Hay que destacar que en nin-
guna muestra se han obtenido valores de anaerobios correspondientes
a esta categoria.

Gallien (89) en un estudio de preparados orales encontrd menor
procentaje, que nosotros, de muestras contaminadas en todas las catego-
rias. Si comparamos sd6lo los recuentos de bacterias aerobias, Desvig-
nes (60), al igual que nosotros, encontrd que las grageas presentaban
mayor porcentaje de muestras en la categoria 1. 000 bacterias por gra-

mo.
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El extracto fluido, ha sido una forma farmacéutica muy conta-
minada, pero se han estudiado un bajo nimero de muestras, en relacién
con las otras formas farmacéuticas. La causa de la elevada contamina-
cidon, opinamos que es debido a las materias primas de origen vegetal,
que entran en su composiciéon. El proceso tecnoldgico empleado (perco-
lacién) en su elaboracién no ha conseguido disminuirla de manera apre-
ciable. Schiller (177) encontro valores del orden de 105 - 106 bacterias
por gramo en materias primas de origen vegetal (hoja de Sen), Los tra-
tamientos posteriores utilizados para la obtencion del extracto disminu-
yeron la contaminacién en una unidad logaritmica.

Las grageas ha sido la forma farmacéutica que tenfa mayor
nimero de muestras con presencia de bacterias, esto puede ser debido
a un proceso tecnoldgico mds complejo y al elevado numero de materias
que entran en su elaboracién. Pero sin embargo, es la forma farmacéu-
tica con menor contaminacidn fingica.

Los polvos y los comprimidos presentan un grado de contami-
nacién semejante, intermedio respecto a las otras formas farmacéuticas.
Sin embargo los polvos presentan en todos los recuentos una contamina-
cién algo mayor. Aunque el proceso tecnolégico de los comprimidos es
mas complejo y podria pensarse que influye en un aumento de la contami-
nacidén, la experiencia practica ha demostrado que el proceso de compre-
sién final disminuye el nimero de microorganismos.

Las capsulas son las formas sdlidas menos contaminadas por
bacterias. Esto puede ser debido a las estrictas normas microbiolégicas
que se exigen para un excipiente fundamental, como es la gelatina (USPXX)
{190). También en esta forma farmacéutica la practica ha demostrado que
durante el almacenamiento de las cdpsulas vacfas se produce una pérdi-
da de agua que influye en la disminucidn del contenido microbiano.

La contaminacidon de los jarabes, puede tener su origen en los
principios activos, éstos se afiaden al jarabe simple, después de elabora-
do, cuando ha sufrido ya un tratamiento térmico y en este proceso, no es

facil el aumento de contaminacidn, a no ser por el agua o el azlGear que
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se ha empleado como materias primas. Posteriormente si el proceso
de filtracion no se realiza de forma adecuada, desde el punto de vis-
ta microbiolégico, puede ser una fuente de contaminacidn. Aunque los
jarabes por su elevada concentracion de azucar, estdn considerados
como preparados que inhiben la proliferacién microbiana. Sin embar-
go, hay componentes como el balsamo de Tolu que constituyen un me-
dio adecuado para el crecimiento de microorganismos (150).

Hirch (107) y Azria (8) en su estudio microbiolégico de los
jarabes, por el método de filtracion, encontraron en general valores
muy bajos, con escasas excepciones. Estos investigadores han consi-
derado contaminacidn, incluso cuando aparecia un solo microorganis-
mo por mililitro. Comparando nuestros resultados obtenidos por fil-
tracion, encontramos que el 25, 85% de los jarabes tenian bacterias
aerobias, el 2, 56% bacterias anaerobias y el 2, 56% hongos, frente
al 92%, 73,5% y 36, 5% respectivamente, encontrados por Azria (8).
De estos datos se deduce que la calidad microbiologica ha sido mejor

en los preparados estudiados por nosotros.

Con el fin de ver la homogeneidad que presentaban los lo-

tes de preparados farmacéuticos, desde el punto de vista microbio-

(3]

1égico se han establecido tres niveles : ' homogéneo " homogenei-

" Hemos creido conveniente tener en

dad media " y ' no homogéneo
cuenta estos criterios, debido a que el concepto de homogeneidad des-
de el punto de vista de la contaminacién microbiana, en un mismo lo-
te de medicamentos, no se ha fijado de una forma clara por ningin
investigador y no existen datos bibliograficos sobre este aspecto. El
grado de homogeneidad es bueno, como se deduce de los resultados
expuestos en la tabla III - 16, puesto que el 62,96% de medicamen-

tos, tengan o no contaminacidn microbiana son ' homogéneos ' y

el 35, 18% han presentado una ""homogeneidad media" . No presen-
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taban homogeneidad dos medicamentos (1, 85%), en los cuales las cifras
de los recuentos eran muy dispares. Las formas farmacéuticas con ma-
yor homogeneidad microbiana fueron las soluciones y con menor los com-
primidos.

La homogeneidad microbiana de los medicamentos puede de-
pender de factores muy diversos: composicioén, estado fisico y proceso

tecnoldgico de cada forma farmacéutica.

Aunque no existan normas oficiales en nuestro pafs respecto
a las exigencias microbioldgicas de los preparados no estériles, cree-
mos que es interesante cono cer los porcentajes de muestras de cada for-
ma farmacéutica que no presentan una calidad microbioldgica aceptable de
acuerdo con los criterios seguidos por diversos autores y Farmacopeas.

Si seguimos los criterios de Penso (158) el cual senala, que
las formas gélidas deben tener menos de 100 bacterias por gramo, ve-
mos en la té'bla I11-17, que los valores més altos de muestras no acepta-
bles corresponden a las grageas.

En cuanto a las formas liquidas siguiendo el criterio c.le Azria
(8) para los jarabes, que indica que deben contener menos de 100 bacterias
por mililitro, no serfan aceptables el 28, 20% de las muestras.

Si se fija el limite de bacterias en 1. 000 por gramo o mililitro,
como han seflalado Biilhmman (41) y FIP(82) encontramos que siguen sien- -
do las grageas la forma farmacéutica que presenta mayor proporcién de
muestras que no serfan aceptadas. En los preparados liquidos estos va-
lores son mas bajos.

Otros autores como Millet y Dony (141), Gay (94), las Farma-
copeas: Checoslovaca citada por Azria (8), Alemana (62) y Europea (72),
as{ como la FIP {84), han fijado el 1imite de bacterias en 10. 000 por gra-
mo o mililitro. En este caso el mayor nimero de muestras no aceptables
es para los polvos,

Como indican todos los autores, organismos yFarmacopeas
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consultados (41) (62) (72) (82) (132), el limite maximo para hongos
ha de ser inferior a 100 por gramo o mililitro. En los preparados
estudiados solo el 3,70% presentan Vaiores superiores a esta cifra.
Siguiendo este criterio encontramos que los_jarabes sen, con excep-
cidén del extracto fluido, la forma farmacéutica con mayor proporcidn
de muestras no aceptables.

Del total de las muestras analizadas, no serian aceptables,
si el limite se establece en 100 bacterias por gramo o mililitro, el
13,88%. Si el limite se fija en 1.000 no serian aceptables el 5,24%
vy si el limite se establece en 10.000, se rechazarfan el 0,61%. To-
dos estos valores se refieren a los recuentos realizados por el mé-
todo de placa, sin embargo por el método del NMP el nimero de
muestras no aceptadas es mayor para todas las cifras limite antes
mencionadas: 22,83%, 10,80%, 3,08% respectivamente, Si compara-
mos estos resultados con los obtenidos por Desvignes (60) en prepa-
rados farmacéuticos no estériles comercializados en Francia, obser-
vamos que la calidad microbioldgica de los preparados estudiados

por nosotros es superior.

Otro punto en que se ha centrado nuestro estudio ha sido,

la identificacién de los distintos contaminantes, que estaban presen-
tes en los medicamentos.

Los microorganismos que se encuentran principalmente en
las materias primas, aire, agua y materiales de envasado, son baci-
fips esporulados, bacilos Gram-negativos, micrococos, estafilococos,
estreptococos y hongos; estos contaminantes son los que pueden so-
brevivir y encontrarse en los preparados elaborados (110) (200).

Dentro de los medicamentos analizados, el contaminante
que se ha aislado con mayor frecuencia ha sido el género Bacillus

(218 cepas), seguido de Staphylococcus (24 cepas), Micrococcus

(22 cepas), hongos (18 cepas) y Streptococcus (2 cepas). Al igual que
otros investigadores (8) (127) (144) no se han aislado bacterias anae-

robias estrictas.
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El género Bacillus se encuentra en el 35,18% de los me-
dicamentos, Staphylococcus en el 17,74%, los hongos en el 14, 81%,
los Microéoccus en el 12,03% y Streptococcus en el 1, %. Los da-
tos obtenidos en Bacillus y mohos son muy semejantes a los haya-
dos por Hirch (107).

Haber encontrado un mayor nimero de cepas del género
Bacillug, se debe a que se encuentra ampliamente distribuido en el
suelo, polvo, aire y agua y por esto es el contaminante mds habi-
tual, Frecuentemente se han considerado como microorganismos no
patégenos, pero en ocasiones pueden originar infecciones diversas
sobre todo en pacientes con terapia inmunosupresora (133). Hirch
(107) en su estudio de preparados liquidos considera la presencia
‘de Bacillus como microorganismos potencialmente patdgenos.

Se han identificado un total de 356 cepas pertenecientes
al género Bacillus, aunque en los resultados s6lo se ha reflejado
la morfologia y perfil bioquimico de 218 cepas, ya que hemos se-
guido el criterio de no tener en cuenta las cepas que resultaron
ser iguales en cada medicamento. Sin embargo, se han considerado
las cepas de la misma especie, que han presentado alguna varia -
cién morfolégica o bioquimica.

De todos es conocida la dificultad que existe en clasificar
con exactitud las especies del género Bacillus debido principalmen-
te a su varibilidad no sdlo morfolégica, tanto del bacilo como de
la colonia, sino también de sus enzimas. El problema se acentda
si se recalizan resiembras en distintos medios, operacién indispen-
sable para su identificacién. En este caso aparecen frecuentemente
fendmenos de variabilidad y una misma especie puede presentar co-
lonias lisas y rugosas, esporuladas o no, con o sin pigmento. La
dificultad aumenta, al no estar de acuerdo todos los autores en los
resultados de los caracteres bioquimicos de muchas especies. Asi

mismo por falta de datos de algunas especies menos frecuentes.
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Por otra parte, algunos autores (96) opinan que al existir en

este género muchas estirpes intermedias se originan series de es-
tirpes o espectros, muy dificiles de clasificar, pero que no pueden
ser ignoradas. Por ésto la caracterizacidn de una especie de Baci-
llus, necesita nume rosas pruebas que no siempre pueden ser rea-

lizadas cuando se trata de identificar un gran numero de estirpes.

Por todas estas causas nosotros no nos hemos ajustade a un dnico
esquema de clasificacién sino que hemos seguido varios, principal-
mente los de Smith y Gordon (178), Wolf y Barker (199), Lemille

(130), Barjac y Bonnefoi (15), Cowan (55) y la 8a edicidén del Ma-

nual Bergey (37).

Debido a las dificultades expuestas anteriormente en la
identificacion de estas especies, en la bibliografia consultada no
existen apenas datos respecto a las especies encontradas en las dis-
tintas formas farmacéuticas. Lambin (126) en su estudio realizado
en comprimidos resalta la variedad de especies encontradas: B. sub-

tilis, B.megaterium, B.cereus var. mycoides, B.brevis y B.polymy-

xa,. Kallings (115) en su estudio sobre tabletas, indicé la presen-
cia de B. subtilis. Hirch (107) en preparados liquidos encontr6 que
una tercera parte de los contaminantes eran Bacillus pero no iden-
tifico las especies. Willemse-Collinet (198), estudid las especies

del género Bacillus aisladas de medicamentos antidcidos alterados.
Devleeschouwer (64) sefiala que su presencia no es importante desde
el punto de vista patégeno, pero si se encuentran en un nimero muy
elevado, tienen importancia por sus productos metabdlicos.

En nuestro estudio de diferentes formas farmacéuticas
hemos identificado hasta 19 especies distintas admitidas por la g2
edicidén del Manual Bergey (37),aunque algunas de ellas estin adn
incluidas en las especies de clasificacidn incierta. Como se expre-

sa en la grafica III-5 el B, subtilis es el de mayor incidencia(l6, 89%)
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Las diversas cepas aisladas presentan una gran variabi-
lidad propia de este género. Por esta razdn en las distintas espe-
cies han aparecido variantes morfolégicas y bioquimicas respecto
a los caracteres descritos para la cepa tipo.

La especie B, subtilis ha presentado variabilidad en cinco
caracteres bioquimicos: no producen dcido de lactosa, sacarosa,
arabinosa y manitol y poseen lecitinasa. Es de resaltar el elevado
nimero de cepas que nNo han producido dcido de lactosa (62,16%);
la variacién de este caracter estd de acuerdo con Smith (178), Tam-
bién es importante la proporcién de cepas productbras de lecitinasa
{37,83%). Un 24,32% de las cepas han presentado variacién en am-
bos caracteres bioquimicos. Los otros caracteres bioquimicos que
han presentado variacién han tenido muy poca incidencia en relacidn
con los anteriormente mencidnados.

'La especie B,brevis ha tenido variacién también en cinco
caracteres bioquimicos. Es de resaltar que un 37,03% de las cepas
eran productoras de acetoina y un 29, 62% no producen dcido de sa-
carosa; hecho ya descrito por Barjac (15).

Como las dos especies anteriores B.licheniformis ha pre-

sentado variacidén en cinco caracteres bioquimicos. Es de resaltar
que el 53, 84% de las cepas no producen acido de lactosa y el 19,23%
no hidrolizan el almidén.

La especie B.coaguldns ha tenido variacion en cuatro ca-
racteres bioquimicos. Hay que destacar que el 36,36% de las cepas
licuan la gelatina y que puede inducir a error en la identificacidn,
ya que este caracter sirve como diferenciacién de B.firmus

L.a especie B.pumilus ha presentado variacion en cuatro
caracteres bioquimicos. Hay que destacar que el 27,77% de las ce-
pas producen acido de lactosa y esto estd de acuerdo con Lemille
(130).

La especie B,polymyxa ha tenido variacién en cinco
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caracteres bioquimicos, Siendo de destacar el elevado porcentaje
de cepas que poseen ureasa 47,05%.

La especie B. megaterium posee muchas estirpes con ca-
racteres bioquimicos y morfoldgicos variables; asi tenemos que han
presentado variacion en siete caracteres bioquimicos. Es de desta-‘
car que un 35,71% de las cepas no producen dcido de lactosa y el
28,57% no poseen lecitinasa. Se han identificado la variedad fexus
y variedad carotarum de acuerdo con la 82 edicién del Manual Ber-
gey (37).

La especie B.firmus ha sido la que mayor variabilidad
ha presentado respecto a los caracteres de la cepa tipo, lo cual ha
sido confirmado por Gordon (96) que considera que las cepas de es-
ta especie forman un espectro con las de B.lentus con caracteris-
ticas intermedias entre ambas, Siendo de destacar las cepas pro-
ductoras de lecitinasa (46, 15%) , las que no reducen los nitratos a
nitritos (15, 38%) y poseen ureasa (23, 07%). Estos dos ultimos carac-
teres tienen importancia para diferenciar esta especie de otras afines,

La especie B.cereus presenta variabilidad en cinco ca-
racteres bioquimicos. Es de destacar que un 44,44% de las cepas
no utilizan los citratos. Un 22,22% no producen &dcido de sacarosa
y 11,11% no poseen lecitinasa;datos que coinciden con Lemille (130),
Hay tres cepas que pertenecen a la variedad albolactis y una a la
variedad mycoides.

La .especie B.circulans ha presentado variacidén en cinco
caracteres bioquimicos; aunque estos caracteres han variado en un
nimero muy pequefio de cepas.

I.a especie B.badius lo mismo que B.firmus y B.mega-

terium ha presebntado una gran variabilidad respecto a los caracte-
res bioquimicos de la cepa tipo. Siendo de destacar que un 66, 66%
de las cepas no licuan la gelatina y no hidrolizan la caseina <l

83, 33%,
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No destacamos las variaciones del resto de las especies
porque se han aislado un niimero muy pequefio de cepas.

Las cepas de Bacillus con variaciones bioquimicas, apa-
recen en todas las formas farmacéuticas, no existiendo una relacidn
entre un determinado mutante y la forma farmacéutica de donde han
sido aisladas. Por lo que suponemos que estos mutantes se encuen-
tran ampliamente distribuidos en la. naturaleza y han llegado al me-
dicamento a través de las materias primas, de las contaminaciones
ambientales y del personal que interviene en el proceso de fabrica-
cién.

En la mayoria de las formas farmacéuticas se han encon-
trado una gran diversidad de especies del género Bacillus. El nime-
ro de especies diferentes ha sido mayor en unas formas farmacéu-
ticas que en otras, debldo a que el grado de contaminacidn fue dis-
tinto y tahrllbién porque algunas muestras presentaron altos recuentos.
Teniendo en cuenta el nimero de muestras analizadas de cada forma
farmacéutica, la mayor proporcién de especies diferentes se encuen-
tra en el extracto fluido, aunque se ha estudiado un bajo nimero de
muesiras. En el caso de los jarabes, que en general presentan una
baja contaminacidén, hay que resaltar que se han encontrado 13 espe-
cies diferentes de Bacillug ésto se debe a que una de las muestras
ha presentado un elavado recuento. En las soluciones que fue una de
las formas farmac éuticas menos contaminadas, solo han presentado
3 especies diferentes (tabla III-23).

Las especies del género Bacillus se han encontrado en
diferente proporcién, segin la forma farmacéutica; estando presen-
tes en todas ellas. La especie B.subtilis ha sido la méds frecuente
en comprimidos, grageas, cdpsulas y extracto fluido. En cambio ‘en
los polvos la especie mas frecuente ha sido el B. pumilus, y la
de B.polymyxa. Esto estda de acuerdo con los datos obtenidos por

nosotros (144) en un estudio realizado en la. ;:.isma forma farma-
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céutica. Debido a la erosion del suelo por el agua de lluvia, las
esporas de algunas especies de Bacillus es ficil encontrarlas en

el agua utilizada en la industria farmacéutica {110). El Manual Ber-
gey (37) considera que las esporas de B. pumilus son més frecuen-
tes en el suelo que las de B. subtilis

Es de destacar el caso de los jarabes, en los cuales ha
predominado la especie de B.coagulans cuyas esporas son poco fre-
cuentes en el suelo., Las condiciones més favorables para el desa-
rrollo de la forma vegetativa es la presencia de un azicar fermen-
table, un pH mds bien dcido y una incubacion a temperatura adecua-
da en aerobiosis o anaerobiosis, condiciones que se dan en la mayo-

ria de estos preparados (37).

Otros contaminantes aislados de los medicamentos per-
tenecen :al: género Staphylococcus (24 cepas), Micrococcus (22 cepas)
y Streptococcus (2 cepas).

Las cepas de Staphylococcus se han clasificado siguiendo

el esquema de Kloos y Schleifer (118), en el cual estdn incluidas
hasta diez especies distintas, de pfocedencia humana algunas de las
cuales no estan incluidas en el Manual Bergey (37). Respecto a las
cepas de Staphylococcusg, un 50% son S, epidermidis, que frecuente-
mente estd en la piel humana. Las otras especies aisladas, S, capi-

tis, S.cohnii y S.hominis, se encuentran también en piel humana.

Estas especies es posible que procedan del personal que interviene

en el proceso de elaboracidén de los medicamentos. Diversos autores

(64) (107) (115) (144} han encontrado S.eEidermidis en diferentes for-

mas farmacéuticas (polvos, cépsulas, jarabes y comprimidos).
Algunas cepas de S.epidermidis presentan variaciones bio-

quimicas respecto a los caracteres descritos para la. cepa tipo. Sien-

do de resaltar, las estirpes que han perdido el enzima fosfatasa

(16,66%). Todas ellas han sido aisladas de formas farmacéuticas
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solidas, principalmente de comprimidos, polvos, grageas. Este microor-
ganismo en los ultimos veinte afios ha pasado de ser considerado como sa-
profito a ser incluido entre los patdgenos oportunistas por haber sido cau-
sa de diversas infecciones (133). Sin embargo Hirch (107) lo incluye entre
los microorganismos patégenos.

El problema de la identificacion del género Staphylococcus ha
sido ampliamente estudiado. Todos los autores estan de acuerdo en consi-
derar como microorganismos patogenos a los Staphylococcus coagulasa
positiva. Lambin (127) ha sefialado basandose en su experiencia, que el
S.aureus después de ser inoculado a un jarabe, al cabo de un mes ha perdi-
do parte de su actividad enzimatica (coagulasa negativa y actividad fosfa-
tasica débil), permaneciendo el enzima DNasa que es mds resistente. Por
este hecho consideran que es insuficiente la prueba de la coagulasa para
definir el poder patogeno. Este hecho habria que tenerlo en cuenta en la
investigaciénJ de estafilococos patdgenos en los preparados farmacéuticos.
También Lambin (127) comprobé que S.epidermidis habia perdido el enzi-
ma fosfatasa. De los preparados estudiados, hemos aislado dos cepas (211,
994d) de S. epidermidis fosfatasa negativa. La pérdida de esta enzima ha
podido ser debida a la supervivencia de estas cepas en condiciones adver-
sas.

Koupel y Deibel (122) observaron un alto grado de correlaci6n
entre la produccién de coagulasa y la nuecleasa termoestable, siendo esta
un enzima constante producida por S.aureus. Asi mismo hay una estre-
cha relaccién entre la produccidn de enterotoxina y la presencia de ter-
monucleasa. Debido a la dificultad de demostrar la existencia de entero-
toxina, en la practica lo que se investiga es la actividad termonucleasa y
solamente en el caso de que la cepa posea este enzima se estudiard la
produccion de enterotoxina. Por estas razones nosotros hemos incluido
eun la identificacidn de Staphylococcus la prueba de la termonucleasa.

Las especies de S. simulans, S.hominis y S. capitis han presen-

tado variabilidad en la fermentacion de algunos azicares respecto a los

caracteres descritos para las cepas tipo.
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El nimero de cepas de Staphylococcus aisladas no ha sido al-
to, esto puede ser 'debido a que estos preparados son de elaboracidn in-
dustrial ya que otros autores (69) han encontrado valores mas altos en
preparados oficinales.

Es interesante sefalar la importancia que paré la investiga-
cién de S.aureus tiene el grado de selectividad del medio de cultivo, so-
bre todo cuando hay un pequefio mimero de células y estan presentes en
el producto otras bacterias en mayor nimero, que ejercen una compe-
tencia con ellas (Bacillus). Asf en los medios que tradicionalmente son
utilizados como medios selectivos para el aislamiento de S.aureus: Vo-
gel-Johnson, Baird-Parker y Chapman se ha podido ver que en algunas
ocasiones se desarrollan colonias de enterococos, con morfologia muy
similar al S.aureus. Para salvar este inconveniente serd necesario
siempre la realizacién del test de la catalasa (63), En algunos de estos
medios SEI?CtiVOS que contienen lecitina, se pueden desarrollar espe-

cies de Bacillug cereus, que poseen el enzima lecitinasa; aunque el de-

sarrollo de estos bacilos se puede suprimir por la adicidén al medio de
azida de sodio que afecta al tamafio de la colonia pero no al nimero de
células presentes (86) (134). La mayorl’a de los medios selectivos son
aceptables para el recuento de células normales o salvajes, pero son to-
xicos o inhibitorios para las células alteradas por agentes fisicos o qui-
micos (181). '

La presencia de especies del género Micrococcus puede ser
debida a que su habitat natural es el suelo, el aire y la piel de las perso-
nas y animales. Estas especies son frecuentemente pigmentadas y estos
pigmentos las protegen de las radiaciones solares, siendo una de las cau-
sas por las que sobreviven en diversos ambientes. Las diferentes espe-
cies nunca han sido asociadas a procesos patoldgicos a pesar de sus se-
mejanzas con el género Staphylococcus, pero estudios genéticos han de-
mostrado que su composicién de bases del ADN es diferente (34).

Las especies mas frecuentes han sido M. roseus (40, 91%), que
se encuentran en el polvo y M. luteus (36, 367) cuyo habitat mas normal

es la piel humana. Hirch (34) encontrd Micrococcus en su estudio de
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preparados liquidos. Sin embargo en nuestro estudio sdlo estaban presen-
tes en formas sdlidas (comprimidos, grageas, cdpsulas ¥y polvos), sien-
do mayor el nimero de cepas en comprimidos y menor en cdpsulas (tabla
111-24).

En los preparados estudiados se han encontrado 2 cepas de

Streptococcus identificdndose como: S. faecium y S.uberis. Esta dltima

especie no estd relacionada con el grupo D. A pesar de que los enteroco-
-cos crecen en presencia de azida de sodio al 0, 2%, la cepa de enterococo
no se ha aislado de este medio de enriquecimiento. El S, uberis se ha en-
contrado en cdpsulas de gelatina dura y pensamos que , debido al habitat
de éste microorganismo, piel de animales, proceda de la gelatina emplea-
da en la elaboracién de esta forma farmacéutica.

Algunos autores (60) (107) (115) han encontrado presencia de
enterococos en diferentes formas farmacéuticas, tanto en preparados
solidos como, liquidos; pero siempre en un nimero muy bajo en relacién
a los otros contaminantes. Estos resultados son semejantes a los nues-
tros. Desvignes (60) encontrdé enterococos en los medicamentos que con-
tenfan componentes de origen vegetal, animal y de sintesis; este hecho
estd de acuerdo con nuestros resultados. Hirch (107) senald la importan-
cia de la investigacidén de estos microorganismos. Ademds Mandel (133)
indica que los estreptococos del grupo D pueden ser causantes de diferen-

tes infecciones.

Respecto a 1a contaminacidn por hongos, se han encontrado 18
cepas, de las cuales 17 eran mohos y una levadura, posible Rhodotorula.
El género Penicillium ha sido el mds frecuentemente encontrado (38, 88%),

seguido de Cladosporium (27,77%), Aspergillus (22, 22%), Cephalosporium

(5, 557) vy Rhodotorula (5, 55%).

L.os hongos son uno de los contaminantes mis frecuentes en los
preparados farmacéuticos, aunque Lambin {126) no detecto su presencia
en comprimidos. Sin embargo otros autores los han encontrado en com-

primidos (89) (132), polvos (144), jarabes (8) (127) y soluciones (107).
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En nuestro estudio se han encontrado en todas las formas farmacéuticas.
La presencia de mayor % de Penicillium, puede ser debida a
encontrarse frecuentemente en una de las materias primas mas utiliza-
das en la industria farmacéutica, los almidones. Asi Guarro (98) (99)
en su estudio sobre la microflora fingica de los almidones de uso far-
macéutico, en la industria espafiola, sefiala que hay un predominio de
especies del género Penicillium sobre Aspergillus. Estos contaminan-
tes se han denominado ""hongos de almacenaje' puesto que su desarrollo
se favorece por el almacenamiento de los cereales en grandes silos.’
Otro de los origenes de la contaminacién fingica de estos preparados
ha podido ser el aire de los locales de fabricacidn, ya que como indi-
caron Hugo y Russel (110) es frecuente en este tipo de ambientes la

presencia de mohos como Penicillium, Aspergillus y Cladosporium y

levaduras como Rhodotorula.

Los hongos se han considerado siempre como inocuos, a ex-
cepcidn de los que producen micosis profundas, sin embargo en la ac-
tualidad cada vez es mas frecuente el mimero de procesos infecciosos
en los que estd implicado algin hongo.

En el caso de los productos farmacéuticos, tiene particular
interés, la presencia de algunas especies del género Aspergillus, capa-
ces de elaborar potentes aflatoxinas, cuya accidon sobre la salud huma-
na ha sido objeto de numerosos estudios (200). Respecto al genero Pe-
nicillium, Guarro (101) ha sefialado el poder téxico de determinadas

cepas: P, vetulium, P.aculeatum, P.citreo-viride y P.frequentans y

el riesgo que representa la presencia de éstas, en los preparados far-

- .
maceuticos.

Si relacionamos los distintos tipos de contaminacidn en las
formas farmacéuticas, vemos que todos los medicamentos estudiados
han presentado Bacillus y hongos. Los preparados sdlidos presentan
una contaminacién muy variable ya que también se han aislado en todos

ellos Micrococecus , Staphylococcus y en algunos Streptococcus. No
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ha sucedido lo mismo en los jarabes y soluciones, que sélo tenfan Ba-
cillus y hongos. La presencia solamente de formas esporuladas en es-
tos preparados liquidos es debida a que estos microorganismos pueden
soportar condiciones mds adversas. A pesar de que las cifras de conta-
minacidn eran muy bajas en los jarabes, es interesante resaltar que ha
sido la forma farmacéutica que ha presentado mayor proporcion de mues-

tras con hongos.

El nimero de microorganismos distintos que se han aislado
de cada medicamento es muy variable; 5 medicamentos tenfan un mi-
croorganismo contaminante, mientras que otros posefan de 2 a 21 dis-
tintos. Esto nos indica que la contaminacién puede ser de un inico ori-

gen o que procede de diversas fuentes.
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Normativa propuesta.

Como hemos sefalado anteriormente, no existen hasta el
momento, en nuestro pafs, normas oficiales respecto a la calidad
microbiologica de los preparados orales. Sin embargo Sancho (169),
ha propuesto para estos preparados las mismas exigencias que para
los alimentos envasados, en lo relativo al recuento microbiano, ¥y
ausencia de microorganismos patogenos. Nosotros consideramos que
las exigencias microbioldgicas para los medicamentos orales han de
ser mucho mas severas que las de los alimentos, ya que van desti-
nados a personas con un proceso patolégico cuyas defensas logica-
mente estdn disminuidas y al que pueden sobreafiadirse otro proeceso
patolégico de tipo infeccioso. Dentro de este tipo de preparados he-
mos creido conveniente que los liquidos tengan mayores exigencias
microbiolé'gicas en el recuento de bacterias aerobias, que los sdli-
dos, debido a que estos medicamentos, en general estin destinados
a afecciones del aparato respiratorio y con mayor frecuencia se ad-
ministran a nifios y personas de edad, que son mas sensibles a las
infecciones.

El proyecto de normativa que nos permitimos sugerir pa-
ra este tipo de preparados es el siguiente:

1)~ Ausencia de microorganismos patégenos como: Salmonella,

Shigella, Ps.aeruginosa, S.aureus,y de indicadores de contaminacidn

de origen fecal E, coli, S.faecalis y esporas de Clostridium sulfito

reductores, por gramo o mililitro de medicamento.

1) -
a) Cifra limite de bacterias aerobias viables y esporula-
das saprofitas, para los preparados sdlidos: menos de
1.000 por gramo.

b) Cifra limite de bacterias aerobias viables y esporula-
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das saprofitas, para los preparados liquidos: menos de

100 por mililitro.

I11)- Cifra limite de mohos y levaduras: menos de 100 por gra-
mo o mililitro,

Consideramos necesaria la investigacidn de algunos microor-
ganiamos, como S. faecalis y esporas de Clostridium sulfito-reducto-
res, cuya deteccidn no se indica en la normativa de organismos oficia-
les y Farmacopeas, La importancia de su investigacion ya ha sido co-
mentada anteriormente.

Debido a que la mision de los medicamentos es restablecer
el estado de salud, 1a cifra limite de bacterias aerobias saprofitas,
tanto viables como esporuladas, no debe ser muy elevada. Aunque la
FIP (84) fija una cifra limite maxima: 10. 000 bacterias por gramo o
mililitro, nosotros pensamos que estos preparados deben tener me-
jor calidad microbioldégica. Apoya nuestra Tesis el hecho de que
actualmente, y a pesar de no existir cifras limites oficiales, la mma -
yoria de los medicamentos estudiados, fabricados en Espafa, cum-
plen con la normativa propuesta, respecto a las bacterias aero-
bias. En lo referente a los mohos y levaduras estamos de acuerdo
con la cifra propuesta por diversos autores (41) (94) (164) y FIP (82)
(84).

Aunque las cifras limites de microorganismos las hemos
referido por gramo o mililitro, consideramos necesario tener en
cuenta la dosis terapéutica utilizada en cada medicamento. De acuer-
do con Desvignes (60) serfa adecuado introducir el concepto de dosis
terapéutica para expresar los resultados del analisis microbioldgico

de los medicamentos no estériles.
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1). - El1 pH de los medicamentos se encuentra comprendi-
do entre 2 y 9. La mayor proporcién de muestras que presentan
contaminacidén por bacterias aerobias corresponde a las que se en-
cuentran- en la zona alcalina (66, 667) y la menor en la zona acida

(40%).

2). - No se ha detectado ningin tipo de microorganismo

en el 45,67% de las muestras estudiadas.

3). - El método mds sensible para la deteccién del niume- -
ro de bacterias en estos preparados, tanto sdlidos como liquidos,
ba sido el del nimero mds probable.

s

4). - Las formas farmacéuticas solidas presentan una con-
taminacién mayor que las liquidas.Las grageas han sido los prepa-
rados con mayor proporcidon de muestras con bacterias y los de me-
nor las soluciones. Los jarabes son la forma farmacéutica con ma-

yor proporcién de muestras con hongos.

5). - La contaminacién mas frecuente en este tipo de me-
dicamentos son las bacterias aerobias, y en menor proporcion las

bacterias anaerobias y los hongos.

6). - La contaminacién microbiolégica de las muestras
de medicamentos ha sido poco elevada. Sélo el 3, 08% presentan mds
de 10.000 bacterias aerobias yel 10,80% mas de 1.000; el 3,70%

mas de 100 hongos por gramo o mililitro.

7). - En ninguna muestra se ha detectado presencia de los
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siguientes microorganismos: E. coli, Salmonella, Shigella, Ps. aeru-

ginosa, S.aureus, S.faecalis y bacterias anaerobias estrictas.

8). - Los microorganismos contaminantes presentes en los
preparados, han sido por orden de frecuencia: Bacillus (35,18%),

Staphylococcus (17, 74%), hongos (14,81%), Micrococcus (12,03%) y
Streptococcus (1, 86%).

9). - Las 218 cepas del género Bacillus pertenecen a 19

especies, siendo por orden de frecuencia: B, subtilis, B.brevis,

B, licheniformis, B. coagulans, B.pumilus, B.polymyxa, B.megate-

rium, B.firmus, B.cereus, B, circulans, B. badius, B.aneurinolyti-

cus, B.pulvifaciens, B, freudenreichii, B.lentus, B.larvae, B. sphae-

ricus, B.pantothenticus y B, alvei,

La especie B. subtilis se ha encontrado en todas las for-

mas farmacéuticas, predominando B.coagulans en los jarabes.

10). -Las 24 cepas de Staphylococcus pertenecen a cinco

especies, encontandose por orden de frecuencia: S.eEidermidis,

S. simulans, S.hominis, S.cohnii y S. capitis.

11). - Las 22 cepas de Micrococcus pertenecen a tres es-

pecies, encontrandose por orden de frecuencia: M, roseus, M. luteus

y M. varians.

12). - Las 2 cepas de Streptococcus son: S,uberis y

S. faecium.

13).- Las 18 cepas de hongos pertenecen a cinco géneros

siendo por orden de frecuencia: Penicillium, Cladosporium, Asper-

gillus, Cephalosporium y Rhodotorula.
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14). - En los géneros Bacillus y Staphylococcus se han encon-

trado mutantes respecto a la cepa tipo. Sdlo el 25,65% de las cepas
del género Bacillus coinciden con las caracteristicas descritas para
la cepa tipo. Los caracteres bioquimicos que presentan mayor va-
riacién son: produccién de dcido de lactosa y presencia de lecitinasa.

Un 16,66% de las cepas de S, eEidermidis no poseen fosfatasa.

Conclusion final: Basandonos en las anteriores conclusiones

proponemos el siguiente proyecto de normativa, para los medicamen-
tos de administraciéon oral:

I)- Ausencia de microorganismos patogenos como: Salmo-
nella, Shigella, Ps.aeruginosa, S.aureus e indicadores de contami-

nacion fecal: E.coli, S.faecalis y esporas de Clostridium sulfito-re-

ductores, poOr gramo o mililitro de medicamento. )
II)- Cifra limite de bacterias aerobias viables y esporula-
das, para los preparados sélidos, menos de 1.000 por gramo.
-Cifra limite de bacterias aerobias viables y esporula-
das, para los preparados liquidos, menos de 100 por mililitro.
[1I}- Cifra limite de hongos, menos de 100 por gramo o

mililitro.
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En la actualidad, la investigacién de la contaminacidn mi-
crobiolégica de los preparados farmacéuticos no estériles, es un te-
ma de primordial interés para la industria farmacéutica de todo el
mundo por razones de tipo sanitario y econdémico.

Desde el punto de vista sanitario, la misién primordial
del medicamento es restablecer la salud del paciente. Si estos medi-
camentos se encuentran contaminados por microorganismos, pueden
desencadenar infecciones secundarias, en ocasiones, de mayor trans-
cendencia que el propio padecimiento del individuo. Estos hechos se
tomaron en consideracidén, a partir de 1958, como consecuencia de la
administracién de preparados farmacéuticos de via oral y tépica que
contenfan microorganismos patdgenos.

‘La produccidn a gran escala de los medicamentos puede
suponer grandes pérdidas para la industria farmacéutica, si se origi-
na una alteracidn de los caracteres organolépticos, de la estabilidad
0 de la actividad del medicamento, debido a la presencia de microor-
ganismos.

Nuestro trabajo se ha centrado en el estudio de los prepa-
rados farmacéuticos de administracién oral, ya que la mayor parte
de los medicamentos se administran por esta via, la mds natural; ade-
mas porque hay una gran variedad de formas farmacéuticas, que re-
quieren distintos procesos tecnoldgicos los cuales pueden influir en
su calidad microbioldgica.

Se ha realizado el estudic microbioldgico de este grupo de
medicamentos, primero para aportar un mayor conocimiento del gra-
do de contaminacion, realizdndose diferentes recuentos por diversos
métodos microbiolégicos, y en segundo lugar se han determinado cua-

les con los contaminantes més frecuentes en estos preparados.
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De los resultados obtenidos se ha deducido que el 45, 67%
de las muestras no han presentado ningin tipo de contaminacidén y en
general los valores obtenidos en los recuentos no eran elevados. Ade-
mis ninguna muestra ha tenido presencia de microorganismos patdge-
nos e indicadores de contaminacién fecal, as{ como de bacterias anae-
robias estrictas. El método que ha detectado mayor nimero de mues-
tras con presencia de microorganismos ha sido el del nimero méas pro-
bable. La forma farmacéutica con mayor porcentaje de muestras con-
taminadas por bacterias ha sido las grageas y por hongos los jarabes.
Los microorganismos encontrados en orden de frecuencia han sido:

Bacillus, Staphylococcus, Micrococcus, hongos y Streptococcus.

Como conclusidn final se ha propuesto una normativa para

los medicamentos no estériles, de administracion oral.
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