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NORMAS PARA LAS SUSTANCIAS
BIOLOGICAS

6. Normas Generales
de Esterilidad para las Sustancias Biologicas

Informe de un Grupo de Estudio

El Grupo de Estudio sobre Normas Generales de Esterilidad para
las Sustancias Bioldgicas se reunié en Ginebra del 20 al 25 de abril
de 1959.

El Dr. P. Dorolle, Director General Adjunto de la Organizacién Mun-
dial de la Salud, declar6 abierta la reunidn en nombre del Director General
y dio la bienvenida a los miembros del Grupo.

El Director General Adjunto indicé que la tarea encomendada al Grupo
de Estudio era la de preparar una recomendacién internacional sobre las
condiciones generales que han de reunir las preparaciones biologicas para
que pueda garantizarse su esterilidad. Los métodos de fabricacién de
muchas preparaciones biolégicas deben ser objeto de una inspeccidn
meticulosa para evitar la presencia de microorganismos nocivos en el pro-
ducto final.

En 1958 otro grupo de estudio formuld ciertas normas generales para
las fabricas y para los laboratorios de inspeccidn, en las que se indicaban
las precauciones de cardcter general que deben observarse en esos labora-
torios ; algunas de esas normas se refieren directamente a los procedi-
mientos para evitar la contaminacién de los productos biolégicos. Otros
grupos de estudio han formulado normas para las vacunas antipoliomieli-
tica, antiamarilica, anticolérica y antivaridlica, y todos sus informes
contienen una seccion sobre control de la esterilidad. Se pidié al presente
Grupo de Estudio que formulara en su informe normas adecuadas para la
proteccion de la esterilidad, aplicables a todas las preparaciones biol6gicas
importantes en las que esa condicién es indispensable. En esas normas
habia de figurar la indicacion de métodos generales para garantizar la
ausencia de contaminacién virica con la mayor seguridad posible. Aunque
la esterilidad virica es un problema reciente y de dificil solucién, la impor-
tancia que estd adquiriendo ultimamente justificaba su inclusién en las
deliberaciones del Grupo de Estudio.



4 NORMAS PARA LAS SUSTANCIAS BIOLOGICAS N° 6

1. CONSIDERACIONES GENERALES

El Grupo de Estudio tomé nota de las Normas Generales para Fébricas
y Laboratorios de Inspeccién, que figuran en las Normas para Sustancias
Bioldgicas N 1.1 El Grupo convino en que algunas de esas recomendaciones
podian aplicarse a la proteccién de la esterilidad en las preparaciones
~ bioldgicas, pero que era preciso formular a este respecto ciertas normas
'suplementarias. También reconoci6é que las secciones relativas a la esteri-
lidad de la vacuna antipoliomielitica, que figuran en las Normas para las
Sustancias Biologicas N° 2,1 asi como las normas de esterilidad para la
vacuna antiamarilica (Normas para las Sustancias Biolégicas N° 3),% para
la vacuna anticolérica (Normas para las Sustancias Biolégicas N° 4),% y para
la vacuna antivaridlica (Normas para las Sustancias Biologicas N° 5).2

En el curso de sus deliberaciones sobre las normas generales de esterilidad
para sustancias biologicas que podrian ser objeto de recomendacion inter-
nacional, el Grupo de Estudio examiné el anteproyecto de normas gene-
rales,* diversos documentos de trabajo y otros datos inéditos presentados
al Grupo.?

El Grupo de Estudio examiné los reglamentos y normas vigentes en
algunos paises sobre inspeccion de la esterilidad,® y analiz6 varios puntos
de importancia para infundir confianza en la esterilidad de las prepara-
ciones bioldgicas. El Grupo convino en que esa conﬁanza dependia en parte

L Org. mund. Salud Ser. Inf. técn., 1959, 178
2 Org. mund. Salud Ser. Inf. técn., 1959, 179
8 Org. mund. Salud Ser. Inf. técn., 1959, 180
4 Documento de trabajo inédito WHO/BS/IR/73

5 Bentzon, M. W., documento de trabajo inédito WHO/BS/IR/75; Bonnel, P. H.,
documento de trabajo inédito WHO/BS/IR /72 ; Eissner, G. & Bonin, O., documento
de trabajo inédito WHO/BS/IR/36; Penso, G., documento de trabajo inédito WHO/
BS/IR/18 ; Tobin, J. O’H., documento de trabajo inédito WHO/BS/IR;74

8 British Pharmacopoeia, ninth edition, 1958, London; Bonnefoi, A., Institut
Pasteur, Paris, comunicacién personal; Jefe del Laboratorio de Inspeccién, Statens
Bakteriologiska Laboratorium, Estocolmo, comunicacién personal; Dekking, F.,
Laboratorium voor de Gezondheidsleer, Universidad de Amsterdam, Paises Bajos —
comunicacién personal ; Japan (1958) Minimum Requirements of Biologic Products,
Tokio, pag. 207 ; Lafontaine,’ A., Institut d’Hygiéne et d’Epidémiologie, Bruselas,
comunicacion personal Mayer, G., Gex, M. & Mayer, L. S. (1958) En: Maloine,
S.A., ed., Transfusion sanguine, Parls pag. 245; Pharmacopoeza of the United States of
Amerzca fifteenth revision, 1955, Washmgton D.C., pags. 841-845; Pharmacopoéa
Gallica, septiéme édition, 1949, Paris, pigs. 547, 1069 (también Supplement 1, 1954,
pag. 20); Pharmacopoea Helvetica, cinquiéme édition, deuxiéme supplément, 1954,
Berne, pag. 147 ; Pharmacopoea Polonica, 3* edicién, 1954, Varsovia ; Pharmacopoeia of
India, 1955, New Delhi ; Prigge, R., Paul-Ehrlich-Institut, Frankfurt del Main, comu-
nicacién personal ; Proceedings of the Third . International Meeting of Biological
Standardization, 1957, Opatija; Proceedings of the Fourth International Congress of
Biological Standardization, 1958, Bruselas; Proceedings of the Seventh International
Congress of Blood Transfusion, 1958, Roma, pag.-317 ; Transfusion, 1958, 1, 55
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de que en las pruebas de esterilidad de las preparaciones bioldgicas se
utilice un numero suficiente de muestras en sus envases definitivos y tomadas
al azar, pero reconocié asimismo que las precauciones relativas a las mate-
rias primas y a los métodos de fabricacion v la vigilancia continua de los
procesos de preparacion contribuyen considerablemente a inspirar con-
fianza en la esterilidad de los productos biol6gicos terminados.

Aun reconociendo ‘que es muy dificil establecer normas generales de
esterilidad virica para las preparaciones bioldgicas, el Grupo convino en
que la importancia cada vez mayor del problema obliga a formular algunas
recomendaciones de cardcter general sobre este aspecto del control de la
esterilidad. En la actualidad se utilizan diversos tejidos animales para
preparar vacunas de virus inactivados y de virus vivos. Desde el punto de
vista del control de la esterilidad virica se acostumbra considerar cada
una de esas preparaciones como un problema independiente y se emplean
métodos especiales para descubrir determinados virus contaminantes. El
Grupo ha visto, sin embargo, que el Laboratorio de Microbiologia del
Istituto Superiore di Sanita de Roma utiliza métodos generales para
comprobar la esterilidad virica de las preparaciones de medicina humana y
veterinaria.l

Funddndose en los mencionados documentos y teniendo presentes las
consideraciones expuestas, el Grupo de Estudio procedié a redactar las
Normas Generales de Esterilidad para las Sustancias Bioldgicas (Normas
para las Sustancias Biol6gicas N° 6), cuyo texto se reproduce en el Anexo
del presente informe. En el curso de sus deliberaciones sobre las normas
de esterilidad el Grupo se refirid sobre todo a las preparaciones biolégicas
inyectables que se emplean en medicina humana. Sin embargo, reconocié
que la mayoria de las normas formuladas son aplicables también a las
preparaciones veterinarias y que las pruebas de esterilidad recomendadas
por el Grupo podrian ser de utilidad para todos aquellos que se dedican a
la inspeccion de la esterilidad de las sustancias farmacéuticas.

2. PROBLEMAS QUE DEBEN SER OBJETO
DE NUEVAS INVESTIGACIONES

2.1 Medios de cultivo

En vista de la gran variedad de medios de cultivo que se emplean en
los distintos paises para descubrir la presencia de una contaminacion de las
preparaciones biolégicas por bacterias, levaduras u hongos, el Grupo de
Estudio llegd a la conclusién de que Ia utilidad de las recomendaciones que
se le pidieron aumentaria sin duda considerablemente si se incluyera en

1 Penso, G., documento de trabajo inédito WHO/BS 'JR18
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ellas una descripcién de los diversos medios de cultivo adoptados a ese
_ fin por los distintos institutos y laboratorios de inspeccion. En consecuencia,
se ha afiadido a las normas, en forma de apéndice, una lista de medios de
cultivo ; no obstante, el Grupo advierte que esa lista no es completa y que
algunos medios que no figuran en ella podrian también emplearse en las
comprobaciones de esterilidad. :

El Grupo recomendo que se pida a los dlversos laboratorios que practi-
can habitualmente pruebas de esterilidad que intercambien medios de
cultivo y datos sobre su preparacion y empleo, y que emprendan un estudio
experimental sistemdtico con objeto de obtener los datos necesarios para
decidir qué medios son los mds satisfactorios para estos fines.

2.2 Temperaturas y tiempos de incubacién

El Grupo examiné los datos aportados por sus miembros sobre las
temperaturas de incubacion mas adecuadas para descubrir la contaminacion
por bacterias y hongos, asi como sobre el tiempo minimo de incubacion
que debe transcurrir para que pueda observarse el desarrollo de agentes
contaminantes. El Grupo convino en que podria alcanzarse un alto grado de
seguridad si las pruebas generales de esterilidad se realizaran simultd-.
neamente a dos temperaturas distintas, una entre 15y 22°C y la otra entre
35 y 37°C, pero que puede admitirse la ejecucion de una prueba general
utilizando una temperatura intermedia entre 30 y 32°C. El Grupo convino
en que la incubacién a una temperatura entre 20 y 25°C es adecuada para
descubrir la contaminacién por levaduras y hongos.

El Grupo de Estudio recomendé que continuaran las investigaciones
sobre las temperaturas de incubacién éptimas para el descubrimiento de
bacterias y hongos que presenten un peligro de contaminacion. Seria conve-
niente combinar esas investigaciones con el estudio comparativo de los
distintos medios de cultivo que se ha recomendado en la seccion 2.1;
ademas se podian obtener asi nuevos datos sobre la conveniencia de pro-
longar el tiempo minimo de observacion que requieren las pruebas generales
de esterilidad propuestas por el Grupo.

2.3 Obtencion de muestras

El Grupo de Estudio examiné diversos métodos para la recogida de.
muestras de productos en sus envases definitivos, propuestos o adoptados
en distintos paises. El Grupo reconocié que no es posible decidir cudl de
esos métodos es el mds adecuado y que las Normas deben permitir la
adopcién de cualquiera de ellos, siempre que esté basado en los principios
estadisticos de muestreo y se considere satisfactorio por las autoridades
nacionales de inspeccién de los distintos paises. A pesar de que varios
paises han adoptado procedimientos diferentes para la obtencion de
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muestras, esos métodos no presentan grandes diferencias en cuanto al
numero de recipientes definitivos recogidos ni en cuanto al volumen de
producto sembrado. El Grupo decidi6é afiadir a las presentes normas un
cuadro con algunos de los métodos de obtencidn de muestras empleados
habitualmente (véase Anexo, Apéndice 2. pagina 32).

Al examinar los principios que deben regir la recogida de muestras de
los productos en sus envases definitivos. el Grupo tomé nota de una pro-
puesta formulada por uno de sus miembros.' segiin la cual el nimero de
envases de los que se toman muestras ha de ser proporcional a la raiz
cuadrada del nimero total de envases de que consta determinado lote final.
Esta regla estd basada en la determinacién de la distribucién éptima de
cualquier nimero total de muestras obtenidas de distintos lotes finales y
permite reducir al minimo el numero de envases definitivos contaminados
puestos en circulacion, en el supuesto de que la incidencia de contaminacion
sea la mds « desfavorable » posible. El término incidencia « desfavorable »
de contaminacidn indica que el nimero de envases definitivos contaminados,
sin ser insignificante, no es bastante grande para que pueda ser descu-
bierto con un margen elevado de certidumbre. El Grupo observé que esta
propuesta, segin la cual el nimero de muestras debe ser proporcional a la
raiz cuadrada del numero de envases de que consta cada lote final, se
situaba entre dos procedimientos adoptados en otras partes : el consistente
en recoger un porcentaje fijo de envases definitivos de cada lote final y el de
recoger siempre el mismo numero de envases en los lotes finales cualquiera
que sea la importancia numérica del lote.

El Grupo recomend6 que se recaben otras opiniones de expertos acerca
de la utilidad relativa de estos distintos procedimientos bésicos para obtener
un método Sptimo de recogida de muestras para las pruebas de esterilidad.
El Grupo reconocié la importancia de establecer con claridad y sin ambi-
giiedades las definiciones del producto acabado a granel y de los lotes finales
en envases definitivos que hayan de servir para la recogida de muestras,
asi como de los volumenes minimos que deben sembrarse para las pruebas
de esterilidad a partir del material obtenido en calidad de muestra.

2.4 Recogida de nuevos datos

El Grupo reconocié que, aun cuando los numerosos laboratorios que
efectlian pruebas de esterilidad han adquirido seguramente una gran
experiencia de esta labor, son muy escasos los datos publicados hasta
ahora sobre los resultados obtenidos en dichas pruebas.? Se convino en que

1 Bentzon, M. W.. documento de trabajo inédito WHO/BS,/JR;73
2 Proceedings of the Third Internaiional Meeting of Biological Standardization, 1957,
Opatija ; Proceedings of the Fourth International Congress of Biological Standardization,

1958, Bruselas : Proceedings of the Seventh Internarional Congress of Blood Transfusion,
1958, Roma. pag. 317 ; Transfusion, 1958, 1, 33
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una mayor abundancia de datos de esta clase facilitaria las decisiones sobre
las reglas que deben adoptarse y el Grupo recomend6 que se procure
obtener esas informaciones, a fin de constituir una base objetiva que
permita revisar ulteriormente las normas formuladas por é€l.

Es preciso analizar también la influencia del medio en que se producen
y se someten a prueba las preparaciones biolégicas, toda vez que el riesgo
relativo de contaminacion depende de los distintos climas y condiciones
de preparacion.

2.5 Formacion profesional

Teniendo en cuenta que en todo el mundo se utilizan en gran escala las
preparaciones biologicas y que es necesario garantizar la esterilidad de los
productos fabricados con ese fin, el Grupo considera que seria muy conve-
niente que al personal dedicado en diversos paises a estas actividades de
inspeccion se le dieran facilidades para ponerse al corriente de las técnicas
empleadas en los laboratorios especializados. La importancia de esa forma-
cién aumenta a medida que las técnicas necesarias para poner de manifiesto
la presencia de virus contaminantes van siendo mds delicadas y. rigurosas.
El Grupo recomienda, en consecuencia, que la Organizacion Mundial de la
Salud estudie la posibilidad de facilitar la formacién profesional adecuada
en este aspecto de las actividades de los laboratorios de salud publica.
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Anexo
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Consideraciones generales

Las presentes recomendaciones sobre normas generales de esterilidad son
aplicables a todas las sustancias bioldgicas que se emplean habitualmente
en la profilaxis, el tratamiento y el diagnéstico de las enfermedades y para
las cuales la esterilidad es un requisito esencial. Algunas de estas recomen-
daciones pueden aplicarse también a las preparaciones veterinarias y a las
preparaciones farmacéuticas.

Las recomendaciones se fundan en la experiencia acumulada hasta hoy
y en los métodos y técnicas empleadas habitualmente para garantizar la
esterilidad de las preparaciones bioldgicas. En consecuencia, serd necesario
proceder a su revision mds adelante.

Las normas generales de esterilidad virica que figuran en el presente
documento representan un primer ensavo de normas para garantizar la



10 NORMAS PARA LAS SUSTANCIAS BIOLOGICAS N° 6

ausencia de virus contaminantes en las preparaciones biologicas que estdn
sometidas a ese peligro.

El presente documento consta de varias secciones, cada una de las
cuales es una recomendacién. Las partes de cada seccidn que van impresas
en grandes caracteres se han redactado de manera que las administraciones
sanitarias que lo deseen puedan utilizarlas como normas nacionales defini-
tivas, sin necesidad de introducir modificaciones. Las partes impresas en
caracteres pequefios tratan de extremos sobre los cuales se ha juzgado
conveniente hacer observaciones.

Se recomienda a los paises que deseen adoptar las normas enunciadas
como base de sus reglamentos nacionales de esterilidad que incluyan en
ellas una disposicién por la que se autorice a introducir modificaciones
siempre que con ellas, a juicio de las autoridades nacionales de control, la
garantia de esterilidad de una preparacién biolégica sea por lo menos igual
a la que se obtendria siguiendo las normas que se formulan a continuacién.
En esos casos, la decisién adoptada debera ponerse en conocimiento de la
Organizacién Mundial de la Salud.

En las presentes normas, los términos « servicios nacionales de inspec- ‘
cién » y «laboratorios nacionales de inspeccién » se refieren siempre al
pais en el que se fabrica la sustancia biologica.

Parte A. Normas para las fabricas
1. Definicién

El presente documento contiene las normas generales de esterilidad
aplicables a todas las preparaciones biologicas presentadas en forma inyec-
table y a cualquier otra preparacién biolégica que deba presentarse en
condiciones de esterilidad.

El término esterilidad significa la ausencia de cualquier microorganismo
capaz de reproducirse. En ¢l caso de preparaciones constituidas precisa-
mente por mlcroorgamsmos vivos, las normas de esterilidad se referiran a
una inspeccion de la pureza para comprobar la ausencia de Microorganismos

extrafios.

Las normas generales habran de completarse a fin de hacerlas
aplicables a una serie de preparaciones biolgicas que plantean
problemas especiales desde el punto de vista de la inspeccion
de la esterilidad.

2. Terminologia

Contaminacién : Presencia en una preparacién bioldgica de microorga-
nismos vivos extrafios.

Microorganismos : Bacterias, levaduras, hongos o virus.
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Producto acabado a granel : E] producto biologico terminado y deposi-
tado en un recipiente a partir del cual se lenan los envases definitivos.

Lote final : Conjunto de envases definitivos, cerrados y homogéneos
desde el punto de vista del riesgo de contaminacién durante las maniobras
de envase o desecacion. En consecuencia. todo lote final debe haberse
envasado y (en ciertos casos) desecado en una sola sesién de trabajo. El
lote final es el conjunto de envases definitivos cerrados del que se eligen
muestras para una prueba de esterilidad ; cuando los resultados de esta
prueba no satisfagan los criterios de aceptacion formulados en las presentes
normas, el lote serd retirado.

3. Precauciones generales para evitar la contaminacién

Ademds de las precauciones generales formuladas en las Normas
Recomendadas para Sustancias Bioldgicas N 1.! se observardn las siguien-
tes.

3.1 Precauciones generales durante la fabricacion

En el curso de Ia fabricacién de sustancias biol6gicas deben tomarse
todas las precauciones necesarias para evitar la contaminacién por micro-

organismos. . . e
g Para garantizar la esterilidad de una preparacion bioldgica

no bastan las pruebas de esterilidad, pues los microorganismos
muy exigentes desde el punto de vista de cultivo no pueden
descubrirse a veces mediante las pruebas generales y ademas
porque en las muestras obtenidas quizd no existan microorga-
nismos contaminantes.

3.2 Precauciones en los establecimientos productores de vacunas de virus

Cada vacuna de virus debe prepararse en un local independiente y
aislado de los demds departamentos.

El acondicionamiento de aire y el sistema de drenaje deben
estar construidos de tal modo que haga imposible el paso de
los microorganismos de un local de fabricacion a otro.

Debe hacerse una comprobacién periddica de la ‘eficacia
de las medidas adoptadas para reducir la contaminacién del
aire, utilizando para ello un método adecuado de recogida de
muestras de aire y vigilando cuidadosamente los sistemas de
filtracién aérea.

Todos los productos procedentes de los locales donde se preparan virus
deben esterilizarse en autoclave antes de su envio a los departamentos de
lavado y esterilizacion, tanto si cada local de preparacion tiene sus propias
instalaciones como si éstas son comunes a todo el establecimiento.

1 Org. mund. Salud Ser. Inf. 1écn., 1939, 178
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Cuando en un mismo local se fabriquen sucesivamente distintas vacunas,
debera hacerse una desinfeccion adecuada del local y de todo el material -
existente al terminar la preparacién de una vacuna y antes de iniciar la
preparacion de la siguiente.

En todos los establecimientos donde se produzcan dos o
mas vacunas de virus podra utilizarse un local comun de lavado
y esterilizacion para el material de vidrio y los medios de cultivo,
siempre que en los locales de fabricacion se utilicen s6lo produc-
tos esterilizados por el calor y que cada local de fabricacion
posea su propio material correctamente marcado.

Todos los medios esterilizados tnicamente por filtracion
deben prepararse en un local independiente que posea un
material propio para estas operaciones. El material que se
introduzca en este local procedente de los departamentos de
lavado y esterilizacion debera estar siempre esterilizado por el
calor. Convendria que la esterilizacion del material que entre
o salga de un local dado se realice mediante autoclaves de
las llamadas « de dos entradas », empotradas en la pared de
tal modo que la autoclave sea la tinica via de comunicacion entre
el local que contiene material sin esterilizar y el que contiene
material esterilizado.

Para preparar los cultivos de tejidos destinados a la produccidn de
vacunas se utilizaran locales especiales, aislados de cualquier otro local en
el que se opere con virus.

La extirpacion de los rifiones de mono destinados a la produccmn de
cultivos celulares debe efectuarse en una sala dedicada exclusivamente a
esta operacion, que se limpiard y desinfectard concienzudamente cada vez
que se haya tratado en ella a un grupo de monos. Todos los monos se
operaran en condiciones de asepsia.

La extirpacion de los rifiones de mono debe hacerse con
grandes precauciones para impedir que el material extirpado
se contamine con virus y. otros microorganismos procedentes
del medio o del mismo animal.

La sala y el material usados para el envase de una vacuna de virus vivos
deben emplearse tnicamente para la vacuna de que se trate y tendrdn que
desinfectarse siempre que se utilicen para el envase de otras preparaciones
biologicas.

4. Materias primas

Es preciso tomar todas las precauciones necesarias para evitar que las
materias primas den lugar a una contaminacién que pudiera afectar la
esterilidad del producto final.

4.1 Cepas de microorganismos

Todas las cepas de microorganismos empleados para la produccién de
preparaciones biolbgicas deben conservarse de un modo que garantice la
ausencia de microorganismos contaminantes.
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4.2 Animales

Los productos de origen animal. como sangre, tejidos y embriones,
empleados para la preparacion de sustancias bioldgicas, deben obtenerse
exclusivamente de animales en buen estado de salud.

Se observaran las normas que figuran en las secciones 2.5y 3.5 de las
Normas Generales para Fdbricas y Laboratorios de Inspeccién (Normas
para las Sustancias Biolégicas N° 1) * v en la seccién 3.1.2 de las Normas
para la Vacuna Antipoliomielitica Inactivada (Normas para las Sustancias
Biolégicas No 2).1

La extraccion de sangre de animales debe realizarse en condiciones de
asepsia.

4.3 Donantes humanos

El plasma sanguineo y otras sustancias obtenidas a partir de la sangre
o de tejidos humanos no deben usarse para las preparaciones bioldgicas
ni solos ni entre otros componentes, a menos que se trate de productos
claborados esencialmente con sangre o tejidos humanos o con sus compo-
nentes. ' ! :

Se debe llevar a cabo la historia clinica y la exploracién de
los donantes de sangre para excluir en lo posible la hepatitis
virica y otros procesos transmisibles. Para atenuar aiin mas el
peligro de hepatitis,? las mezclas de sangre deben ser de un
numero de donantes tan reducido como sea posible y en
ninglin caso mas de diez. Es necesaria la formulacién de nor-
mas que especifiquen las precauciones que se deben tomar al
preparar plasma humano v otros productos con sangre o teji-
dos humanos.

5. Pruebas de esterilidad

En la ejecucion de las pruebas de esterilidad se adoptardn las precau-
ciones generales contra la contaminacién que se indican en las Normas
Generales para Fdbricas y Laboratorios de Inspeccion (Normas para
Sustancias Biologicas N° 1).? Las pruebas se efectuaran en locales dedicados
exclusivamente a estas operaciones e independientes de los de fabricacién.
En esos locales no debe haber nunca material superfluo.

El personal dedicado a las pruebas de esterilidad debe poseer
la experiencia y los conocimientos cientificos necesarios para
llevar a cabo las operaciones que se le encomienden. Ese
personal debe observar todas las reglas y precauciones previstas
para los métodos de ensayo.

En el curso de la ejecucion de las pruebas de esterilidad puede
reducirse el peligro de contaminacion accidental por el medio

Y Org. mund. Salud Ser. Inf. técn., 1939, 178
® Org. mond. Santé Sér. Rapp. techn.; Wid Hlth Org. techn. Rev. Ser., 1953, 62
8 Org mund. Salud Ser. Inf. récn., 1959, 178
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con el empleo de lamparas germicidas, filtros de aire, ropas
esterilizadas, etc.; se procurara ademds que los locales
sean suficientemente espaciosos para el nimero de personas
que trabajen en ellos, a fin de reducir al minimo los desplaza-
mientos de aire.

Con arreglo a las disposiciones formuladas en la seccién 5.1, se tomara
un numero adecuado de muestras del producto y se determinard la este-

rilidad de esas muestras segun los métodos expuestos en la seccién 5.2

para la esterilidad bacteriana'y en la seccién 5.3 para la esterilidad micética,
aplicando los criterios que figuran en la seccion 5.4.

En la seccion 5.5 se describen sucintamente las pruebas de
esterilidad virica.

Aun cuando las pruebas de esterlhdad bacteriana y micética
atafien sdlo al producto acabado a granel y al producto en
sus envases definitivos, se recomienda la comprobacion de
muestras recogidas en fases anteriores de la produccion, a fin de
garantizar la esterilidad durante todo el proceso de fabricacion.

5.1 Obtencién de muestras

De cada lote de una sustancia biolégica se tomardn muestras del pro-
ducto acabado a granel y del producto definitivamente envasado. De no
disponerse otra cosa, la relacién de las muestras se hard al azar.

5.1.1 Recogida de muestras del producto acabado a granel

Se tomara una muestra representativa de cada lote de producto acabado

a granel una vez que éste haya sido bien mezclado. El volumen de la muestra

ha de ser suficiente para la ejecucién de las pruebas indicadas en las subsec-
ciones 5.2.1.2 y 5.3.1.2.

Cuando no sea conveniente aplazar las operaciones de

envase final hasta que se haya completado la prueba de esterili-

dad en el producto acabado a granel, el volumen de las muestras

tomadas debera ser suficiente para practicar todas las pruebas
de esterilidad que se juzguen necesarias.

5.1.2 Nimero de muestras de envases definitivos

Las muestras de envases definitivos deben recogerse al azar en todos
los lotes finales después de las operaciones de envase y cierre, pero procu-
rando que su seleccion sea representativa de todo el periodo de envase.

El nimero de envases de cada lote que se tomen como muestra debe
ser tal que quede reducido al minimo el peligro de poner en circulacion
envases contaminados. El procedlmlento de muestreo que se adopte debera
estar aprobado por los servicios nacionales de inspeccién.

En algunos paises el nimero de envases definitivos de cada

lote final que se recogen como muestra corresponde a un por-
centaje fijo. En otros paises se recoge siempre en cada lote
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final un mimero fijo de envases sin tener en cuenta el volumen
del lote. Quizds fuera preferible una solucién intermedia.

En el Apéndice 2, pagina 32, figura una lista de los métodos
de muestreo empleados actualmente.

5.2 Pruebas de esterilidad bacteriana

Todas Jas sustancias biolégicas para las que se exige la esterilidad deben
satisfacer las pruebas de esterilidad bacteriana que figuran en la seccidn
5.2.1, de acuerdo con los criterios de aceptacion que se exponen en la
seccion 5.4.

Cuando los productos contienen factores bacteriostdticos
o bien estan formados por microorganismos vivientes, es
preciso a veces utilizar pruebas especiales. En el caso de deter-
minados productos puede ser necesario el empleo de pruebas
especiales para excluir la posible presencia de ciertos agentes
patogenos (véase la seccion 5.2.2).

5.2.1 Prueba general de esterilidad bacteriana
5.2.1.1 Medios de cultivo

El medio o medios de cultivo empleados en esta prueba deben permitir
el desarrollo de las bacterias contaminantes.

En todos los medios elegidos debe hacerse una prueba para
comprobar sus propiedades nutritivas mediante una siembra
de los microorganismos contaminantes mds frecuentes. Es pre-
ciso demostrar también que los medios permiten cultivar ciertos
microorganismos, como el Staphylococcus aureus, el Strepro-
coccus pyrogenes (Grupo 4, y los anacrobios esporulados.

En el Apéndice 1. pdgina 32, figuran las formulas v métodos
de preparacién de algunos medios empleados habitualmente.
Se recomienda el empleo de un medio que permita el desarrollo
de aerobios v anaerobios indistintamente.

5.2.1.2 Técnica de la prueba

De cada una de las muestras tomadas de cada lote final a granel se
sembrardn 5 ml por lo menos en los distintos medios de cultivo elegidos,
utilizando uno o varios recipientes para cada medio y para cada temperatura
de incubacion,

De cada uno de los envases definitivos tomados de un lote final como
muestra se sembrard por lo menos un volumen de 1,0 ml del producto
(25 mg por lo menos si el producto es sélido o, en cualquier caso, la mitad
de la dosis humana recomendada por el fabricante, como minimo) en uno
o varios recipientes de cada medio de cultivo elegido v para cada temperatura
de incubacién.

Si la cantidad de producto en un recipiente definitivo es insuficiente para
seguir este procedimiento, se utilizardn mas envases. a o ser que las normas
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para la sustancia blologlca de que se trate permitan utilizar muestras mas
pequefias. De nmgun envase es premso extraer para la prueba mds de 10 ml
de producto o, si éste es sélido, méas de 500 mg.

La cantidad de medio empleada en cualquier recipiente debe ser bas-
tante grande, en relacién con la cantidad de material sembrado, para
que no se produzca una disminucién de las propledades nutritivas del
medio.

Todos los recipientes deben incubarse a la temperatura o temperaturas
elegidas. Si se eligen dos temperaturas, deben ser las comprendidas entre
15°-22°C y 35°-37°C. Si se elige s6lo una temperatura, debe ser la com-
prendida entre 30° y 32°C.

Todos los recipientes deben incubarse durante un periodo de siete dias
por lo menos ; a intervalos regulares, y también el wltimo dia de incubacion,
se examinaran para descubrir el desarrollo bacteriano.

Pueden ser necesarios periodos de incubaciéon de maés
de siete dias, segin la naturaleza de la preparacién y la clase
de sustancia bacteriostatica que se haya afiadido.

Si el producto sembrado ha producido un enturbiamiento
del medio tan intenso que haga dificil reconocer la multiplica-
cion bacteriana, deben efectuarse resiembras, que se incubardn
y observaran con arreglo a las mismas normas mencionadas
para las pnmeras siembras.

Una rotulacién adecuada permitird identificar todos los recipientes
sembrados. Deberd llevarse un registro en el que consten el nombre y el
numero de identidad del producto sometido a ensayo, las cantidades
sembradas, el lote y el tipo de los medios de cultivo empleados,
las temperaturas de incubacion, las fechas de siembra y los resultados
de las pruebas.

5.2.2 Otras pruebas
5.2.2.1 Factores bacteriostdticos

Para que no queden sin valor las pruebas de esterilidad bacteriana, se
debe neutralizar el efecto de las preparaciones que matan o impiden el
desarrollo de bacterias o que contienen sustancias bactericidas o bacterios-
taticas afiadidas, o bien se debe procurar que el volumen del medio en el
que se siembren estas preparaciones para la prueba de esterilidad sea
suficientemente grande para suprimir el efecto de los inhibidores del desa-

rrollo
Puede afiadirse una sustancia que destruya o neutralice
el inhibidor, siempre que esa sustancia, a la concentraciéon
empleada, no influya sobre el desarrollo bacteriano ; también
puede utilizarse para la prueba un medio que directamente
neutralice los inhibidores sin influir sobre el desarrollo bacte-
riano.
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Los medios que contienen tioglicolato o hidrosulfito sédicos
poseen un efecto inhibidor sobre ciertos agentes y sustancias
conservadoras y bacteriostaticas; la intensidad de ese efecto,
sin embargo, es muy variable.

La intensidad de la dilucion necesaria para cada bacterios-
tatico o bactericida puede investigarse sembrando una bacteria
de prueba adecuada en el medio elegido, previa siembra en el
mismo del producto sometido a ensayo.

Para comprobar la esterilidad de ciertos antibidticos es
preciso recurrir a métodos especiales que superen el efecto
inhibidor de esos productos.

5.2.2.2 Pruebas especificas para ciertas bacterias

En el caso de vacunas de bacterias muertas debe hacerse una prueba
para excluir la posibilidad de que alguna de esas bacterias haya resistido
al tratamiento bactericida. La prueba general de esterilidad que se describe
en la seccién 5.2.1 es un procedimiento adecuado, a no ser que las bacterias
requieran especiales condiciones de desarrollo, en cuyo caso debe hacerse
una prueba complementaria con un medio adecuado.

En algunos casos serd también necesario complementar
la prueba general de esterilidad bacteriana con otras pruebas
especificas para ciertas bacterias que son especialmente peli-
grosas para determinadas sustancias bioldgicas.

En las preparaciones de bacterias vivas (la BCG, por ejemplo)
serd preciso modificar la prueba general de esterilidad. FEstas
pruebas se describirdan en las normas especiales para las distintas
sustancias biolégicas que plantean ese problema.

5.3 Pruebas de esterilidad micdtica

Todas las sustancias bioldgicas para las que se exige la esterilidad deben
satisfacer las pruebas de esterilidad micética que figuran en la seccién 5.3. 1,
de acuerdo con los criterios de aceptacion que se exponen en la seccién 5.4.

Si el producto contiene factores fungistdticos, puede ser
preciso practicar pruebas especiales (véase la seccién 5.3.2).

5.3.1 Prueba general de esterilidad micética

5.3.1.1 Medios de cultivo

El medio de cultivo empleado en esta prueba debe permitir el desarrollo
de las levaduras y hongos contaminantes.

El medio elegido debe someterse a una prueba especial
para comprobar sus propiedades nutritivas.

En el Apéndice 1, pagina 23, figuran las f6rmulas y métodos
de preparacién de algunos medios usados actualmente.
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5.3.1.2 Técnica de la prueba

De la muestra del producto acabado a granel se siembran 5 ml por
lo menos en uno o varios recipientes del medio de cultivo elegido.

De cada uno de los envases definitivos tomados como muestra de un
lote final, se sembrardn 1,0 ml por lo menos (o 25 mg como minimo si el
producto es s6lido) en uno o varios recipientes del medio de cultivo elegido.
Si la cantidad de material que contiene el envase definitivo es insuficiente,
se deben tomar muestras de otros envases, a menos que la sustancia bioldgica
que se ensaya permita utilizar un menor volumen.

La cantidad de medio contenida en cualquier recipiente debe ser lo
bastante grande, en relacién con el volumen del material sembrado, para
no reducir las propiedades nutritivas del medio.

Todos los recipientes deben incubarse a una temperatura de 20 a 25°C
durante catorce dias por lo menos ; a intervalos regulares y el dltimo dia
de incubacién se efectuardn observaciones del crecimiento de los hongos.

Una rotulaciéon adecuada permitird identificar todos los recipientes
sembrados. Debe llevarse un registro en el que consten el nombre y el
nimero de identidad del producto en ensayo, las cantidades sembradas, el
lote y el tipo de los medios de cultivo empleados, la temperatura de incuba-
cién, Tas fechas de siembra y los resultados de las pruebas.

5.3.2 Factores fungistdticos |

Para que no queden sin valor las pruebas de esterilidad micética, se
debe neutralizar el efecto de las preparaciones que matan o impiden el
desarrollo de las levaduras y hongos o que contienen sustancias fungicidas
o fungistaticas afiadidas, o bien se debe procurar que el volumen del medio
en el que se siembran estas preparaciones sea suficientemente grande
para suprimir el efecto de los inhibidores del desarrollo.

En el caso de que se emplee el método de la dilucion, se
investigara la intensidad de la diluciéon necesaria sembrando
una suspension muy diluida de Candida albicans en el medio
elegido, en el que se habra sembrado previamente el producto
en ensayo. En este cultivo de referencia debe observarse creci-
miento bacteriano durante las 48 horas siguientes.

5.4 Criterios de aceptacidn

Todas las sustancias biologicas deben satisfacer los criterios enunciados
en la subsecciones 5.4.1 y 5.4.2, salvo cuando el fabricante demuestre, a
satisfaccion de los servicios nacionales de inspeccidn, que se ha empleado
otro método para comprobar la esterilidad, tan bueno o mejor que el
propuesto en las presentes Normas, o cuando los servicios nacionales de
inspeccion decidan que una determinada prueba de esterilidad es innecesaria
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o impracticable o que por la naturaleza de una determinada sustancia
biol6gica puede admitirse cierto grado de contaminacidén por microorga-
nismos no patogenos.

5.4.1 Criterio de aceptacidn para el producto acabado a granel

Si en ninguno de los recipientes sembrados para las pruebas de esteri-
lidad enunciadas en las secciones 5.2 v 5.3 se observa el desarrollo de
microorganismos, se considerard que el producto acabado a granel ha
pasado satisfactoriamente la prueba de esterilidad.

Si hay desarrollo de microorganismos en algunos de los recipientes
sembrados, se considerard que el producto acabado sin envasar no ha
cumplido la prueba, o bien se practicard una segunda prueba en el medio de
cultivo, utilizando la temperatura de incubacién en la que se produjo el
desarrollo. Si en esta segunda prueba no hay desarrollo, se considerard
que el producto acabado a granel ha pasado satisfactoriamente la prueba
de esterilidad ; si se produce un nuevo desarrollo de microorganismos, se
considerard que el preparado no ha cumplido la prueba.

Si se demuestra de un modo concluyente que la contami-
naciéon observada en los recipientes del medio de cultivo durante
la prueba de esterilidad procede de una fuente distinta de las
mismas muestras, la prueba se considerara invélida y habrd de
repetirse.

5.4.2 Criterios de acepracion para un lote final de envases definitivos

~ Sienninguno de los recipientes sembrados para las pruebas de esterilidad

enunciadas en las secciones 5.2 v 5.3 se observa desarrollo de microorga-
nismos, se considerard que el lote final de envases definitivos ha pasado
satisfactoriamente la prueba de esterilidad. '

Si aparece desarrollo en los recipientes sembrados con el producto
obtenido en tres o mds envases definitivos de un lote final, se considerard
que este lote no ha pasado la prueba de esterilidad.

Si aparece desarrollo en los recipientes sembrados con el producto
obtenido de uno o dos envases definitivos de un lote final, se considerard
que dicho lote no ha cumplido la prueba, o bien se realizard una segunda
prueba en los medios de cultivo, utilizando la temperatura en la que se
produjo el desarrollo de los microorganismos, con muestras del mismo
numero de recipientes definitivos, como en la primera prueba. Si en esta
segunda prueba no se observa desarrollo, se considerard que el lote final
ha pasado satisfactoriamente la prueba de esterilidad. Si aparece desarrollo
en mds de uno de los recipientes sembrados para esta segunda prueba, se
considerard que el lote final no ha cumplido la prueba de esterilidad.

Si en la segunda prueba s6lo se observa desarrollo en un recipiente, en
vez de considerar que el lote final no ha cumplido la prueba de esterilidad,
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puede hacerse también una tercera prueba a condicién de que se haya
demostrado que el microorganismo descubierto en la segunda no es ninguno
de los observados en la primera: Si en la tercera prueba no hay desarrollo,
se considerard que el lote final ha pasado satisfactoriamente la prueba de
esterilidad ; si los microorganismos se multiplican de nuevo, se considerard
que el lote final no ha cumplido la prueba.

Si se demuestra de un modo concluyente que la contami-
nacion observada en los recipientes del medio de cultivo durante
la prueba de esterilidad procede da una fuente distinta de las
mismas muestras; la prueba se considerara invalida y habra de
repetirse.

5.5 Pruebas para investigar la presencia de virus

Las siguientes pruebas de esterilidad virica se aplican sobre
todo a las vacunas de virus y rickettsias. En general, estas
pruebas no son necesarias para las sustancias biolégicas prepa-
radas con productos en los que no puede producirse la multi-
plicacién de estos agentes.

Desde el punto de vista de la inspeccion de esterilidad
virica, un gran namero de problemas proceden de las materias
primas empleadas en la fabricacion y preparacion del producto.
Las pruebas s6lo pueden aplicarse en el caso de aquellos virus
capaces de producir algun efecto sensible en ciertos medios
auxiliares de diagnéstico como el animal, los huevos embrio-
nados, los cultivos de tejido, etc. No se conoce la capacidad
patogénica que algunos de los agentes de contaminacién que
se observan durante la fabricacién de vacunas de virus tienen
para el hombre. Quizd en el futuro adquiera importancia
la exclusién de ciertos virus desconocidos hoy y para cuyo
descubrimiento no se dispone de ningin medio.

Los principios generales de las pruebas de esterilidad virica
se refieren sobre todo a las vacunas; las técnicas concretas
que se usen dependeran de la vacuna de que se trate.

Cuando se sospeche que las materias primas utilizadas para
la preparacion de vacunas estan infectadas, habrd que emplear
a veces métodos especiales de prueba.

5.5.1 Pruebas generales aplicables a las vacunas de virus
5.5.1.1 Virus de siembra

Deben practicarse las pruebas necesarias para comprobar si los lotes
de siembra de virus empleados para la produccién de vacunas estin exentos
de virus extrafios.

Se encontraran ejemplos del empleo de los sistemas de lotes
de siembra en las Normas para la Vacuna Antiamarilica (Normas
para las Sustancias Bioldgicas N° 3)! y en las Normas para
la Vacuna Antivariolica (Normas para las Sustancias Biol6gicas

1 Org. mund. Salud. Ser. Inf. técn., 1959, 179
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N?® 5).1 Se ensayaran partes alicuotas de esos lotes in vivo o
in vitro en los mismos sistemas de cultivo empleados para la
produccién de esos lotes, después de neutralizar el lote de
siembra de virus con un suero homotipico exento de cualquier
inhibidor de virus extrafios que pueda contener el producto,
o bien en otros sistemas como aquellos que resisten al virus de
siembra, pero no a los virus de contaminacién a que va destinada
esta prueba.

5.5.1.2 Cultivo en tejidos

En los casos en que sea necesario, se practicardn pruebas para comprobar
la ausencia de virus contaminantes en los sistemas empleados para cultivar
el virus destinado a la vacuna.

Estas pruebas se practicardn siempre que exista alguna
duda sobre la ausencia de virus transmisibles en los tejidos
animales utilizados para cultivar el virus destinado a la vacuna.

5.5.1.3 Vacuna terminada

Siempre que sea necesario, las pruebas para la investigaciéon de virus
contaminantes se efectuardn en muestras del producto final o en la dltima
fase de fabricacién que permita practicar pruebas apropiadas.

Este procedimiento ha de comprender las pruebas que se
efecttian con el mismo sistema empleado para la producciéon
del material virico destinado a las vacunas, independientemente
de que la inactivacién del virus destinado a la vacuna se com-
pruebe en otro sistema de células. La investigacion de virus
contaminantes extrafios en las vacunas vivas se efectuara por
métodos andlogos a los indicados en la subseccidon 5.5.1.1.

Todos los sistemas de prueba estardn exentos de inhibidores de los
virus investigados.

No debe usarse suero en los cultivos de tejidos a menos que
su falta determine una disminucién de la sensibilidad de esas
preparaciones. Antes de usar un suero cualquiera, hay que
hacer las pruebas necesarias para averiguar si contiene sus-
tancias inhibidoras. Siempre que sea posible, la preparacion
de sueros neutralizantes monotipicos hiperinmunes se hard
en huéspedes distintos de los empleados para extraer el material
de cultivo usado para la produccién de virus.

5.5.2 Otras pruebas aplicables a las vacunas preparadas en cultivos de
tejidos de mono

Antes de inocular el virus, debe hacerse un examen macroscdpico de
todos los cultivos celulares a fin de desechar todos los que presenten signos
evidentes de contaminacion.

1 Org. mund. Salud Ser. Inf. técn., 1959, 180
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Conviene que el material destinado a la inactivacién esté
exento de cualquier microorganismo que no sea el que sirve de
base para la vacuna.

Las muestras del medio primitivo empleado para iniciar los
cultivos celulares deben obtenerse de cada recipiente de cultivo
al cambiar el medio y antes de sembrarlo con el virus. A conti-
nuacion debe reunirse una cantidad adecuada de muestras de
cada recipiente, que se mezclardn y someteran a las pruebas de
esterilidad para hongos y bacterias.

Seguin sea el método de fabricacion empleado, la investigacién
de virus extrafios se hard por observacién microscépica de los
recipientes o por resiembra de una porcion tomada de una
mezcla de esas muestras en un cultivo recientemente preparado
de células renales de mono. En las mezclas destinadas a la
inactivacion no deben utilizarse los liquidos procedentes de
frascos infectados. Si es preciso, esas mezclas se someteran
antes de la inactivacion a una prueba para investigar la presencia
de virus B.

Los métodos antes recomendados no son apropiados para
comprobar la esterilidad de los tejidos o células empleados
para la produccién de vacunas de virus vivos. Los cultivos
habrdn de someterse a una inspeccién rigurosa y se efectuardn
pruebas: para la investigacion de posibles virus de contami-
nacién utilizando cantidades adecuadas del producto.

5.5.3 Vacunas mixtas

En las vacunas mixtas o combinadas debe hacerse una prueba de
esterilidad en cada uno de los componentes mediante un método adecuado
antes de realizar la mezcla.

Después de la mezcla, las pruebas de esterilidad de los
envases definitivos pueden reducirse a las de esterilidad bacte-
riana y micética, siempre que lo aprueben los servicios nacio-
nales de inspeccion.

6. Registros

Se observaran las normas generales sobre registros que figuran en la
seccion 6 de la Parte A de las Normas Generales para Fabricas y Labora-
torios de Inspeccion (Normas para Sustancias Bioldgicas No 1).1

7. Muestras adicionales

Se observaran las normas generales sobre muestras adicionales que
figuran en la seccién 7 de la Parte A de las Normas Generales para Fébricas
y Laboratorios de Inspeccién (Normas Recomendadas para las Sustancias
Bioldgicas N 1).1

1 Org. mund Salud Ser. Inf. técn. 1959, 178
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Parte B. Normas para la Inspeccién Nacional

1. Normas generales

Se observardan las normas generales sobre laboratorios de inspeccion
establecidas en la Parte B de las Normas Generales para Fébricas y Labo-
ratorios de Inspeccion (Normas Recomendadas para las Sustancias Biold-
gicas No 1).2

Apéndice 1

Formulas y métodos de preparacién de varios medios que han dado
resultados satisfactorios y se emplean habitualmente para las pruebas de
esterilidad en diversos laboratorios de inspeccion

Algunos de los medios indicados a continuacién pueden adquirirse en el
comercio en forma desecada ; basta afiadir agua destilada a Ia sustancia,
distribuir el producto resultante en los recipientes adecuados y esterilizarlo a
continuacion. Esto evita tener que preparar los medios de cultivo a partir
de sus elementos constituyentes.

Como ya se ha indicado en la Parte A (secciones 3.2.1.1y5.3.1.1) del
presente documento, todo lote debe someterse a una prueba previa para
determinar sus propiedades nutritivas.

A. Medios de cultivo para investigar indistintamente bacterias
aerobias y anaerobias

A.1 Medio liquido con tioglicolato 2 3: 4

Formula :

L-Cistina Co Ce 0,5 g
Cloruro sédico. . . . e 25 ¢
Dextrosa (C¢H;,04. H. O) . 55 ¢
Agar en Uranulos (indice de humedad

mfenor al 159, en peso) . . .. 0,75 ¢
Extracto de Ievadura (hldrosoluble) - 5.0 g
Digerido pancredtico de caseina . . . . 150 ¢
Agua destilada. . . . . . . . . ... 1000 ml
Tioglicolato sédico . . . . . . . . . . 05 ¢

o 4cido tioglicolico . 0.3 ml
Resazurina (solucién rec1entemente prepa-

rada al 0,1095) . . . . . . . 1,0 ml

pH final = 0 1

1 Org. mund Salud Ser. Inf. técn. 1959, 178

2 Pharmacopoeia of the United States of America, fifteenth revision, 1953, Washing-
ton, D.C., pag. 841

3 American Pharmaceutical Association (1933) Narional Formulary, 10th ed.,
Washington, D.C., pag. 720

*+ National Institutes of Health (1955) Memorandum on culture media for the sterility
test, fourth revision, Bethesda, Md.
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Preparacion :

Todos los ingredientes, a excepcién del tioglicolato y la resazurina, se
introducen y mezclan en un mortero donde se trituran cuidadosamente a
medida que son afladidos ; el orden de introduccion es el arriba indicado.
El producto se agita afiadiendo una parte del agua, que previamente se
habra calentado, y después se deposita en un recipiente adecuado y se
afiade el agua restante ; la solucién se completa calentando el recipiente en
un baflo de Maria hirviente. Se afiade entonces el tioglicolato sédico.
Se ajusta después la reaccién con solucién de hidréxido sédico 1 N, de
modo que el pH del medio terminado y esterilizado sea de 7,1 £ 0,1. Se
recalienta la solucion (sin llegar a la ebullicion), se filtra, si es necesario,
a través de un papel filtrante humedecido y se afiade la solucién de resazu-
rina. El medio se distribuye luego en recipientes adecuados que se esterilizan
en autoclave durante 18-20 minutos a una temperatura de 121°-123°C
(de 15 a 17 libras de presion). Por tltimo, se enfria con rapidez a 25°C y
se almacena a una temperatura de 20 a 30°C, evitando que reciba una luz
excesiva. La aparicion de un color rosado en mads del 30 9, de la porcion
superior indica que el medio no estd en condiciones de empleo. En ese
caso puede conseguirse una restauracion rapida del producto calentandolo
en un bafio de Maria hirviente hasta que se produzca la desaparicion de la
coloracién rosada. No deben emplearse medios cuya preparaciéon date de
mds de tres semanas, a menos que hayan estado conservados en un reci-
piente hermético.

A.2 Medio semiliquido con hidrosulfite sédico *

Formula :
Cloruro sédico. . . . e 25 g
Dextrosa (CgH; .04 HZO) e 55 g
Extracto de levadura . . . . . . . . . 50 g
Peptona . . . S 150 g
Hidrosulfito SOdlCO (Na28204 2H90) 05 g
Agar en fibra . . . . o 1,3 g
Resazurma............. 0,001 g
Agua destilada. . . . . . . . . . . . 1000 ml

pH final = 7,1 + 0,1
Preparacion :

A 1000 ml de agua destilada se afiaden el cloruro sédico, la peptona, el
extracto de levadura y a continuacién el agar, que habrd permanecido

1 Bonnel, P. H. & Raby, C (1957) En : Proceedings. Third International Meeting of
Biological Standardization. 2-6 September 1957, Opatija, pag. 327
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en maceracion durante 12 horas. Para hacer que la solucion sea completa
se la calienta en un bafio de Maria hirviente. Con una solucion de hidréxido
sédico al 40 77 se ajusta la reaccién a un pH de 7,3-7,5. Se lleva la solucion
a la autoclave (a 120%) durante 30 minutos v después se filtra en caliente.
Se afiade a continuacién la dextrosa y el hidrosulfito sédico (las prepara-
ciones de hidrosulfito sédico para usos técnicos poseen un grado de pureza
aceptable). Si es necesario, para conseguir la disoluciéon puede calentarse
el producto a 80°C, evitando la ebullicién. A continuacién se comprueba
el pH y se ajusta la reaccion con solucién de hidréxido sédico al 40 %, de
modo que el pH del medio terminado v esterilizado sea de 7,1 & 0,1. Se
afiade la resazurina y se mezcla meticulosamente durante 10 a 15 minutos.
El producto se distribuye en porciones de 15 ml, en tubos de un didmetro
interior de 15 a 17 mm, que se esterilizan a continuacién a una temperatura
de 110°C durante 30 minutos, y entonces los tubos esterilizados se enfrian
rdpidamente introduciéndolos en agua fria.

El medio debe conservarse a una temperatura de 20 a 30°C. Podra usarse
siempre que la coloracién rosada sélo alcance el 30 % del medio (véase lo
dicho respecto del medio A.1.). De lo contrario, puede conseguirse rapi-
damente su regeneracion mediante ebullicién durante 15 minutos en un
bafio de Maria. Enfriese rapidamente después del calentamientio.

A.3 Medio con liquido de maceracién de maiz y tioglicolato sédico !

" Férmula :

Liquido de maceracion de maiz (solu-

cibn al 10%) . . . . . . . . . . . 300 ml
Extracto de carne . . e 50 ¢
Dextrosa (CgH;,04. H, O) ..., 150 g
Cloruro sédico. . . . . . . . . . .. 70 g
Tioglicolato sodico . . . . 1,0 g
Hidrosulfito sédico (Na,S, 04 ZHZO) 05 g
Agar en granulos . . . R 0,7 g
Resazurina. . . . . . . . . . . . .. 0,002 g
Agua destilada. . . . . . 700 ml
Esterilicese en autoclave durante 20 mmutos a 115°C

pH final = 7,0 £ 0,1
Preparacion :

Se prepara una solucion al 10 9 de liquido de maceracién de maiz y
después de ajustar la reaccién con hidroxido sédico a un pH de 7.2 se
calienta durante 10 minutos a 120°C. A continuacién se filtra en caliente

1 Penso, G. (documento de trabajo inédito WHO/BS/IR 18)
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a través de un papel filtrante humedecido. Las demds sustancias se disuelven
en el agua destilada y se afiade la solucion de liquido de maceracién de
maiz. Esterilicese en autoclave durante 20 minutos a 115°C.

La adicion de extracto de carne facilita la multiplicacion de Clostridia
proteoliticos sin influir sobre la reproduccién de otras cepas extraordina-
riamente exigentes como el Corynebacterium diphtheriae.

A.4 Medio de Romanov con D-hidrosulfito !

Formula : . !
Infusién de carne 1:2 . . . ... . . . 750 ml
D-peptona..,...........250 ml
Agar en fibra . . . . e 0,75 g
Dextrosa (CgH;,04. 2O) . 55 g
Hidrosulfito sédico (Na28204 2H90) 1,0 g

Azul de metileno. . . . . . . .. 0,002 g
Esterilicese en autoclav¢ :

pH final = 7,2 0,1

La D-peptona es un producto autoproteolitico que se obtiene con
estémago de cerdo picado y levadura viva joven en presencia de écido
clorhidrico libre a 50°C.

Este medio se ide6 para comprobar la esterilidad de las preparaciones
que contienen mertiolato.

A.5 Medio de Brewer modificado 2

Formula :
Infusién de carne de buey .. . . .. 5000 g
Peptona . . . e 10,0 ¢
Dextrosa (CHZO6 H20) e 55 g
Cloruro sédico. . . . . . . . . . .. 50 g
Fosfato dipotdsico . . . . . . . . . . 20 g
Tioglicolato sédico . . . . . . . . . . 0,5 g
Agaren fibra . . . . . ... .. .. 05 g
Azul de metileno. . . . . . . . . .. 0,002 g
Agua destilada. . . . .. . . . 1000 ml

Esterilicese en autoclave dulante 20 minutos a 121°C
pH final = 7,2 = 0,1

1 Didenko, S. J. (1957) En : Proceedings. Third International Meeting of Biological
Standardization, 2-6 September 1957, Opatija, pag. 359

2 Pittman, M., Natlonal Institutes of Health, Bethesda, Md., comunicacion
personal ‘
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A.6 Medio a base de infusion de corazon vy cerebro !

Formula :
Cerebro de ternera, infusion de . . . . 200,0 g
Corazon de buey, infusion de. . . . . 250,0 g
Peptona . G 10,0 g
Dextrosa (C¢H,,04.H,0) . . . . . . . 2,0 ¢g
Cloruro sodico. . . . . . . . . . .. 50¢g
Fosfato disédico . . . . . . . . . .. 25¢g
Agaren fibra . . . . . . .. .. L. 12 ¢
Agua destilada. . . . . . . . . . .. 1000 ml

Esterilicese en autoclave durante 20 minutos a 121°C
pH final = 7.4 = 0,1

A.7 Caldo con tioglicolato >

Formula :
L-cistina 0,5¢g
Cloruro sédico. . . . . . . . . . .. 25¢g
Dextrosa (CgH;306. H,0) . . 0 0 o o . 55¢
Extracto de levadura (hidrosoluble) . . 50¢g
Digerido pancredtico de caseina . . . . 15,0 ¢
Agua destilada. . . . . . . . . . . . 1000 ml
Tioglicolato sédico . . . . . . . . . . 0.5 ¢

o dcido tioglicélico 0.3 ml
pH final = 7,1 = 0.1
Preparacion :

Se prepara como el medio A.1, pero no se anaden ni agar ni resazurina.
Se ajusta la reaccion con solucion de hidréxido sédico 1 N, de modo que
el pH, después de esterilizar, sea de 7,1 + 0,1. A continuacién se filtra,
si es necesario, y se reparte en tubos de fermentacion de Smith. Se esteriliza
en autoclave durante 20 minutos a 120°C. Cuatro horas antes de su uso,
caliéntense los tubos en un bafio de Maria hirviente a fin de que el oxigeno
se sitlie en la parte profunda del medio.

Este medio. puede usarse en preparaciones viscosas o semiliquidas.

1 American Phérmaccutical Association (1950) Nuarional Formulary. 9th ed.,
Washington, D.C., pag. 619. (En la féormula que figura en esta obra se prescinde
del agar.)

? National Institutes of Health (1955) Memorandum on culture media for the sterility
fest, fourth revision, Bethesda. Md.
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B. Medios de cultivo para la investigacion de bacterias aerobias

B.8 Caldo de peptona’!

Formula :
Extracto de carne de buey . . . . . . 50 g
Peptona . . . . . . . . . . .. B 10,0 g
Cloruro sédico. . . . . . . . . . .. 50 ¢
Agua destilada. . . . . .. 1000 ml
pH ﬁnal—69+01
Preparacion :

Se calientan los ingredientes a fuego lento, agitidndolos hasta que se
consigue la solucion. Se filtra la mezcla en caliente, utilizando un papel
filtrante de buena calidad. Se ajusta la reaccion afiadiendo solucién de
hidréxido sédico 1 N de modo que el pH, después de esterilizar, sea de
6,8 a 7,0. Se lleva la solucién a la autoclave (cinco minutos a 120°C) a fin
de precipitar los fosfatos. Se filtra en caliente a través de un filtro de muse-
lina. Se reparte en tubos de ensayo a razén de 15 ml por cada tubo, y se
esteriliza en autoclave a 115°C durante 20 minutos. El tiempo de esterili-
zacién empieza a contarse a partir del momento en que la temperatura
llega a 115°C.

B.9 Caldo de peptona glucosado 2

Formula :
Extracto de carne de buey . . . . . .  50¢g
Peptona . . . . ... . . . . . . ... 10,0 g
Cloruro sodico. . . Ce 50 g
Dextrosa (CsH,,04. H O) e 50 g
Agua destilada. . . . . . .. .. .. 1000 ml
Preparacion :

Se prepara el caldo de peptona del modo indicado en el parrafo anterior
(medio B.8). Antes de repartir el caldo en los tubos de ensayo, se afiade
la dextrosa y después se esteriliza durante 20 minutos a 115°C.

1 Foérmula basada en la préactica corriente de laboratorio
2 Formula basada en la préctica corriente de laboratorio
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C. Medios de cultivo para la investigacion de bacterias anaerobias *

C.10 Medio de carne cocida !

Introdizeanse 500 g de picadillo de corazén de buey recientemente
preparado en 500 ml de agua destilada hirviente v afiddanse 1,5 ml de solu-
cion 1 N de sosa. Hiérvase a fuego lento durante 20 minutos ; al cabo de
este tiempo es indudable que se habra conseguido la neutralizacién de
acido ldctico. Sepdrese el liquido mediante un filtro de muselina y, sin
esperar a que se enfrie, prénsese el picadillo de carne en un trapo y séquese
parcialmente, extendiéndolo sobre un pafio o un papel de filtro ; de ese
modo puede introducirse el picadillo en tubos sin que se ensucie. Introdiz-
case en un tubo de 30 ml el picadillo desecado hasta una altura de 1 cm y
reclibrase con 10 ml de una infusion de peptona, que se prepara afiadiendo
peptona (0,5 %) y cloruro sédico (0,25 %) al liquido filtrado de la carne.
Esterilicese a corriente de vapor durante 20 minutos. Afiddase 1,0 ml de
acido clorhidrico puro vy filtrese. Ajiistese la reaccion del filtrado a un pH
de 8.2, esterilicese a corriente de vapor durante 30 minutos y ajistese de
nuevo la reaccién a un pH de 7.7 6 7.8. Repdrtase en tubos (a ser posible,
con tapdn a rosca) y esterilicese en autoclave durante 20 minutos a 120°C.
Después de la esterilizacion, el pH del medio debe ser de 7,4 a 7,5. Antes
de la siembra, caliéntese durante 15 minutos en agua hirviente y enfriese.

C.11 Medio de carne semiliquida 2

Se afiade al caldo de peptona, preparado segun las normas enunciadas
(medio B.8). agar en fibra al 0,2 %.

C.12 Caldo de higado (medio de Tarrozzi) 3

Formula :
Higado de ternera triturado. . . . . . . 3500 g
Agua . . . . . . . .. .. ... ... 1000 ml
Peptona . . . . . . . . .00 10 ¢
Fosfato dipotdsico . . . . e lg

pH final = 9.0 = 0.1

* En estos medios también pueden desarrollarse los gérmenes aerobios.
! Formula basada en la practica corriente de laboratorio

? Férmula basada en la practica corriente de laboratorio

3 Férmula basada en la practica corriente de laboratorio
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Preparacion :

Durante toda la noche anterior a la preparacién se mantiene el higado
en maceracion en 1 litro de agua, colocandolo en un refrigerador. Eliminese
la grasa sobrenadante. Esterilicese en autoclave durante 10 minutos a una
presién de 15 libras. Filtrese a través de estopilla de algodén y separese la

‘carne. Afiddase al caldo la peptona y el fosfato dipotdsico y caliéntese a

100°C. Ajustese el pH a 9,0, filtrese en papel de filtro y complétese con agua
hasta un volumen final de 1 litro. Introduzcase en cada tubo de ensayo una
pequefia cantidad de carbonato célcico ; afiddase después carne hasta una
altura de 1 cm. Introdlzcase a continuacién el caldo hasta que alcance
una altura total de 5 cm. Esterilicense los tubos en autoclave durante
20 minutos a 121°C. '

D. Medios de cultivo para la investigacion de levaduras y hongos

Incluido en los medios que se indican a continuacién, el extracto de
malta facilita el desarrollo de levaduras y hongos por la accién de las
vitaminas del grupo B. :

D.13 Medio de Sabouraud !

Formula :
Maltosa . . . . . . . . . ... . . .. 40 g
Peptona . . . . . . . . .. . .. ... 10 g
Agaren fibra . . . . . . ... ... 20 g
Agua destilada. . . . . . . ... ... 1000 mi

pH final = 5,25 & 0,25
En vez de maltosa puede usarse extracto de malta o

dextrosa pura. '

Preparacion :

Mézclense todos los ingredientes en un recipiente adecuado con la
suspensién de agar preparada con 24 horas de antelacién. Coloquese la
mezcla en autoclave y caliéntese lentamente hasta alcanzar la temperatura
de 120°C. Enfriese a 40°C. Agitese el recipiente. Filtrese en caliente a
través de un papel de filtro de buena calidad. Introdizcase el medio en
tubos de cultivo apropiados y esterilicese durante 20 minutos a 115°C.
Los tubos se mantendrdn en posicién inclinada.

1 Férmula basada en la préctica corriente de laboratorio
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D.14 Medio de malta !

Formula :
Malta (cebada triturada) . . . . . . . . 200¢
Dextrosa (C4H;,0,.H,O0) . . . . . . . . 10 g
Agaren fibra . . . . . .. . .. . . 20¢
Agua destilada. . . . . . . . . . . . . 1000 ml

pH final = 6,0 = 0,2
En lugar de los 200 g de malta, se pueden usar

20 g de extracto de malta.

Preparacion :

Afiddase a la malta una parte del agua destilada y caliéntese la mezcla
en un bafio de Maria a 45°C. Auméntese la temperatura al ritmo de 1° por
minuto hasta alcanzar 70°C y manténgase a ese nivel durante 10 minutos
hasta que haya desaparecido todo el almidon. Verifiquese el punto final
de la reaccion con yodo. (Esta primera fase de la preparacién es
innecesaria cuando se emplea extracto de malta). Afiddase la dextrosa y
el agar y complétese hasta un volumen total de 1 litro con el agua destilada
restante. Ajustese la reaccion de modo que el pH, después de la esteriliza-
cion, esté comprendido entre 5.8 y 6.2. Filtrese en caliente con un papel de
filtro de buena calidad. Repartase la mezcla en tubos de ensayo, en por-
ciones de 15 ml, y esterilicese en autoclave durante 20 minutos a 115°C.
Los tubos se mantendran en posicién inclinada.

D.15 Agar con extracto de malta 2

Formula :
Extracto de malta 20¢g
Peptona . e lg
Dextrosa (C¢H,;,0,.H,0) . . . 20 g
Agar granulado . 25 g
Agua destilada. . . . . . . . . ., 1000 g

pH final = 5,65 + 0,15
Preparacion :

Disuélvanse los ingredientes por calentamiento en un bafio de vapor.
Ajustese la reaccién de modo que el pH, después de la esterilizacién, esté
comprendido entre 5,5 y 5,8. Filtrese si es necesario. Repartanse porciones
de 20 ml del medio en tubos de cultivo. Esterilicese durante 20 minutos a
121°C y déjese solidificar el medio manteniendo los tubos en posicién
inclinada, a fin de mantener una abundante superficie de siembra.

1 Bonnel, P. H., Centre de Transfusion-Réanimation de I'’Armée, Clamart (Seine) et
Direction Centrale des Services de Santé de: Armées. Paris — comunicacién personal
2 Penso, G., Documento de trabajo inédito WHO BS IR ‘18



NORMAS PARA. LAS SUSTANCIAS BIOLOGICAS N° 6

32

(sL/¥1/SE/OHM ollpaul ofeqel}
op O0jUBWNJOP) [04U0d AYjiio}s dof Dujjdures uo 8JON “A N fuoziuag — (pwuojul djudsald 9p 9 euibed ‘g'g uo1208s Bj 85e9A) NAY'0 BjNWIO o

gre ‘Bed ‘einedo 266/ Joquiejdag g-g ‘uonezipiepuels [edibojolg Jo bunsspy jeuofjeusdiul pliyl 3y} jo
sbuIpasdoid :u3 (IS6)) ‘P " ‘Olpuey-ABIH A *p ‘dirojueg ‘jeuosiad UQIIBIUNWOD ‘gaiBeZ ‘seUndBA A soleng op uQlddadsul op olnisul i °Q OMf 6
1668 ‘1L ‘Gg ‘191s160y |esopag 'gL Hed ‘| JeideyD ‘gy oL ‘suonenBay [eiepa4 ‘BolISWY JO S3JRIS PAUUN
uopuoT ‘1861 oN 'Sjuawniisuj fionjers 'gs6l ‘suoneinbay ssaueisqng onnadesay] ayj (£661) wopbuly payun ,

W g 9

SEW 0 g 'G'0 Op PEPIUBD BUN UBUBIIUOD SOAINUUSP S3judldidel SO| OpPUEBND BLIBA SBIISANL dp OJdWRU |3 ‘JW | dp S8 OAHULSD aquardioar mUmuﬁ:m_w:ow
anb 0jonpoJd ap PEPIIUBD B| OPUBND JO[BA UBUSIL O|0S SOPEBJIPUI SBJISONW 9P SoJawnu §07) ‘duieg ‘G661 ‘It yuswejddng ‘A anjaaja eaodooeurieyd o
[1g euibed ‘ggel ‘ool ‘ugdep ‘sponpold jedrbojolg jo SjuawWalnbay WNWIUI o
(81/41/SE/OHM Olpsul ofeqes 8p ojuawndoq) ys9} Apji9ls 9 ‘osudd
Jeuosiad uQIOBIIUNWOD 'OJjdURP 9P OfyY ‘|isk.g Op PepIsIoAlun ‘eIBO[0IqOIDIN B oFnjisu] “d 'se09 oQ ¢

(‘0L s@ sepibixe
seJjseonwl op OWIXeW oJaWnu |8 ‘iojed |9 Jod ezi|lie)se es ojnpoud. [0 opuend) *909 euibed ‘sejiexnig ‘Lg6l 'UoNIP? o ‘abjaq sgdodewieyd
00} © JOLISJUI SOAJIUYSP SOJUS(dIda] 9P OJOWNU UN U sdjeuy s9j0j ap okesus [o eied sepejnwio} salepadse ssuoiolsodsiq ¢

] 000 } 000 }
g Sl b LU <
N A y N He 03 03 02 3l N aL 03 000 05
68 65 03 03 03 " gl 0g Sl 03 000 09
ov 6l : 74 03 02 (4} 0e (42 03 000 0L
82 ¥i 03 0z 03 gl 0¢ (45 0z 000G
02 192 03 03 02 (43 0g 43 (V4 0003
el ol 03 02 0z oL 0e gl 03 . 0001
6 oL 03 ol el .ol — ol 18 005
9 4 02 14 oL I - 14 9 003
¥ 4 ol [4 4 € — € € 0oL
- 4 - - - € - — bl 100l >~
|euy 30| |@ ua
ot PE[OSUOIE opiun N
ejbal g o BIAB[SOBNA «'NN'33 ould  BZING , uodep v Blje} cl!selg s e216jog SoAjjUyap
unBas oi{nojed Louisy S9SBAUD 8p
oJawnN

sasted sounS[e ud wysonw owod IFIXd as anb (N) [BUY 9)0] UN P SOANIUYIP SISBAUD P OIFUMN

T pudy



