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Antecedentes

El Comité de Expertos sobre Especificaciones para Productos Farmacéuticos de la OMS
adoptd en 2009 una version revisada de las Buenas practicas para laboratorios de control de
calidad de productos farmacéuticos (1).

Durante las inspecciones realizadas para la precalificacion de laboratorios, los inspectores
habian observado que algunos de los textos de estas guias podrian beneficiarse de lineamientos
adicionales, con especial énfasis en microbiologia.

En consecuencia, el Comité de Expertos recomendo que el Secretariado de la OMS iniciara
el proceso de desarrollo de un nuevo texto sobre buenas practicas para laboratorios de micro-
biologia farmacéutica.

Se propone el siguiente texto para cubrir este tipo especifico de laboratorio.
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Introduccion y alcance del documento

Los laboratorios de microbiologia farmacéutica pueden involucrarse en:
m ensayos de esterilidad;

m deteccion, aislamiento, recuento e identificacion de microorganismos (bacterias, levadu-
ras y hongos filamentosos) y pruebas de endotoxinas bacterianas en diferentes materia-
les (ej. materias primas, agua), productos, superficies, vestimentas y el medio ambiente, y

m valoraciones usando microorganismos como parte del sistema de pruebas.

Estas guias estan destinadas a todos los laboratorios microbioldgicos implicados en las acti-
vidades mencionadas anteriormente, sean ellos laboratorios independientes o un departamento
o unidad dentro de un laboratorio de fabricacién de productos farmacéuticos.

Estas guias estan basadas, y suplementan los requisitos descritos, en Buenas practicas para
laboratorios de control de calidad de productos farmacéuticos (1); Guias generales para el es-
tablecimiento, mantenimiento y distribucion de sustancias quimicas de referencia. Revision (2);
Farmacopea Internacional, Cuarta Edicién (3); Primer Suplemento de la Farmacopea Internacio-
nal, Cuarta Edicion (4); y la Norma ISO/IEC 17025 (5).
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Glosario

calibracion

Conjunto de operaciones que establecen, bajo condiciones especificadas, la relacion entre los
valores indicados por un instrumento o sistema de medicion (especialmente de pesada), registro
y control, o los valores representados por una medicion, y los correspondientes valores conoci-
dos de un estandar de referencia. Se deben establecer limites de aceptacion de los resultados
de la medicion.

cepas de referencia

Microorganismos definidos al menos a nivel de género y especie, catalogados y descritos de
acuerdo a sus caracteristicas e indicando preferiblemente su origen (6). Se obtienen normalmen-
te de una coleccion nacional o internacional reconocida.

cultivos de referencia
Término colectivo para la cepa de referencia y los stocks de referencia.

cultivo de trabajo
Subcultivo primario de un stock de referencia (6).

especificidad (selectividad)
Capacidad del método para detectar la gama requerida de microorganismos que podrian estar
presentes en la muestra.

limite de cuantificacion

Aplicado a ensayos microbiolégicos cuantitativos. Numero mas bajo de microorganismos, dentro
de una variabilidad definida, que se pueden contar bajo las condiciones experimentales del mé-
todo en evaluacion.

limite de deteccioén
Numero mas bajo de microorganismos que se pueden detectar, pero en cantidades que no pue-
den estimarse exactamente.

material de referencia
Material suficientemente homogéneo y estable con relacién a una o mas propiedades especifica-
das, el cual se ha establecido que es apto para el uso previsto en un proceso de medicion.

material de referencia certificado

Material de referencia, caracterizado por un procedimiento metrolégicamente valido para una o
mas propiedades especificadas, acompanado por un certificado que proporciona el valor de la
propiedad especificada, su incertidumbre asociada y una declaracion de trazabilidad metroldgica.

método de referencia
Método que ha sido validado como apto para su uso, contra el cual se puede comparar un me-
todo alternativo.
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precision
Grado de concordancia entre los resultados individuales.

repetibilidad
Grado de concordancia entre los resultados de mediciones sucesivas de la misma medida y bajo
las mismas condiciones de medicion (adaptado de ISO).

reproducibilidad
La reproducibilidad expresa la precision entre laboratorios.

robustez
Capacidad del procedimiento para proporcionar resultados analiticos de exactitud y precision
aceptables bajo una variedad de condiciones.

sensibilidad
Fraccion del numero total de cultivos o colonias positivos que son correctamente asignados en
una presunta inspeccion (7).

stocks de referencia
Conjunto de cultivos individuales idénticos obtenidos por medio de un unico subcultivo de una
cepa de referencia (6).

validacion

Accion de demostrar, de acuerdo con los principios de las guias y regulaciones de buenas prac-
ticas de calidad (BPx, o GxP por sus siglas en inglés) que un procedimiento, proceso, equipo
(incluyendo el software o hardware usado), material, actividad o sistema conduce en forma real
y consistente a los resultados esperados.

verificacion
Aplicacién de métodos, procedimientos, ensayos y otras evaluaciones, ademas del monitoreo,
para determinar el cumplimiento con los principios de BPx.
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Buenas practicas de la OMS para
laboratorios de microbiologia farmacéutica

1.

Personal

1.1

1.2

1.3

1.4

1.5

1.6

Los ensayos microbioldgicos deben ser realizados y supervisados por una persona
experimentada, calificada en microbiologia o su equivalente. El personal debe tener
entrenamiento basico en microbiologia y experiencia practica relevante antes de ser
autorizado a realizar el trabajo que implican los ensayos microbioldgicos.

Se deben mantener descripciones de los puestos de trabajo vigentes para todo el
personal involucrado en ensayos y/o calibraciones, validaciones y verificaciones. El
laboratorio también debe mantener registros de todo el personal técnico, describien-
do sus areas de competencia, entrenamiento y experiencia.

Si el laboratorio incluye opiniones e interpretaciones de los resultados de los ensa-
yos en los informes, estos deben ser hechos por personal autorizado con experien-
cia adecuada y conocimientos relevantes de la aplicacién especifica incluyendo, por
ejemplo, requisitos regulatorios y tecnoldgicos y criterios de aceptacion.

La gerencia del laboratorio debe asegurar que todo el personal haya recibido un en-
trenamiento adecuado para la ejecucion competente de los ensayos y el manejo de
los equipos. Esto debe incluir entrenamiento en técnicas basicas, ej. vertido de medio
de cultivo en placas, recuento de colonias, técnica aséptica, preparacion de medios,
dilucion en serie y técnicas basicas de identificacion, determinando la aceptabilidad
con criterios objetivos cuando sea relevante. El personal solo puede realizar ensayos
de muestras si se ha reconocido su competencia para realizar dichos ensayos o los
realizan bajo supervisién adecuada. Se debe monitorear la competencia de manera
continua con la prevision de un reentrenamiento, cuando sea necesario. Cuando un
método o técnica no se usa regularmente, se debe verificar la competencia del perso-
nal para realizar dicho ensayo antes de llevarlo a cabo. En algunos casos es acepta-
ble relacionar la competencia a una técnica general o instrumento en uso en lugar de
relacionarla a métodos particulares.

El personal debe estar entrenado en los procedimientos necesarios para la conten-
cion de microorganismos dentro de las instalaciones del laboratorio.

El personal debe estar entrenado en el manejo seguro de microorganismos.
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2.

Medio ambiente

2.1

Dependencias

211

21.2

213

21.5

2.1.6

217

Los laboratorios microbiolégicos y algunos equipos de apoyo (ej. autoclaves
y material de vidrio) deben ser de dedicacion exclusiva y estar separados de
otras areas, especialmente de las areas de produccion.

Los laboratorios microbiolégicos deben estar disefiados para adaptarse a las
operaciones que se llevan a cabo en los mismos. Debe haber espacio sufi-
ciente para todas las actividades de manera tal de evitar confusiones, conta-
minacién y contaminacion cruzada. Debe haber espacio suficiente y adecuado
para las muestras, microorganismos de referencia, medios (con enfriamiento,
si fuera necesario), ensayos y registros. Debido a la naturaleza de algunos
materiales (ej. medios de cultivo estériles vs. microorganismos de referencia
o cultivos incubados), puede ser necesario disponer de lugares de almacena-
miento separados.

Los laboratorios deben disefiarse adecuadamente y debe tenerse en cuenta la
aptitud de los materiales de construccion para permitir una adecuada limpieza
y desinfeccién y minimizar el riesgo de contaminacion.

Los suministros de aire para los laboratorios y para las areas de produccién
deben estar separados. Los laboratorios de microbiologia deben contar con
unidades de manejo de aire separadas y otras provisiones, incluyendo con-
troles de temperatura y humedad cuando se requieran. El aire suministrado al
laboratorio debe ser de calidad adecuada y no debe representar una fuente de
contaminacion.

El acceso al laboratorio de microbiologia debe estar restringido al personal
autorizado. El personal debe estar al tanto de:

m losprocedimientos adecuados deingresoy salida, incluyendo la vestimenta;
m el uso previsto de un area determinada;

m las restricciones impuestas al trabajo dentro de tales areas;

m las razones por las cuales se imponen tales restricciones, y

m los niveles apropiados de contencion.

Las actividades del laboratorio, tales como la preparacién de la muestra, la
preparacion de medios de cultivo y de equipos y el recuento de microorganis-
mos, deben estar segregadas en espacios diferentes o al menos por tiempos,
con la finalidad de minimizar el riesgo de contaminacion cruzada y los resulta-
dos falsos positivos o falsos negativos. Cuando se utilizan areas no dedicadas

se deben aplicar los principios de la gestidon de riesgos. El ensayo de esterili-
dad siempre debe realizarse en un area de dedicacion exclusiva.

Se debe considerar el disefio de areas clasificadas que sean adecuadas para
las operaciones a desarrollar dentro del laboratorio de microbiologia. La clasi-
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2.2

2.3

24

ficacion se debe basar en la criticidad del producto y la operacion a llevarse a
cabo en el area. El ensayo de esterilidad debe realizarse en la misma clase de
area usada para las operaciones de fabricacion estéril/aséptica de productos.
El Apéndice 1 presenta recomendaciones para la clasificacion de zonas.

En general, los equipos de laboratorio no deben moverse rutinariamente en-
tre areas de diferente clase de limpieza para evitar la contaminacion cruzada
accidental. Los equipos de laboratorio utilizados en el laboratorio de microbio-
logia no deben usarse fuera del area de microbiologia, a menos que existan
precauciones especificas para prevenir la contaminacién cruzada.

Monitoreo ambiental en el laboratorio

2.2.1

Cuando sea necesario y apropiado (ej. en areas para ensayos de esterilidad)
debe establecerse un programa de monitoreo ambiental que cubra, por ejem-
plo, el uso de monitoreo de aire activo, placas de sedimentacion o placas de
contacto, diferenciales de presion y temperatura. Se deben definir limites de
alerta y de accién. Debe realizarse un analisis de tendencia de los resultados
del monitoreo ambiental.

Limpieza, desinfeccion e higiene

2.3.1

232
233

Se debe contar con un programa documentado de limpieza y desinfeccion.
Cuando sea relevante, se deben considerar los resultados del monitoreo am-
biental.

Se debe contar con un procedimiento para el manejo de derrames.

Se debe disponer de instalaciones adecuadas para lavado y desinfecciéon de
manos.

Instalaciones para el ensayo de esterilidad

241

242

243

Las instalaciones para el ensayo de esterilidad tienen requisitos ambientales
especificos para asegurar la integridad de los ensayos realizados. Las Bue-
nas practicas de fabricacién (BPF) de la OMS para productos farmaceéuticos
estériles (8) requieren la ejecucién del ensayo de esterilidad y especifican los
requisitos para el mismo. Esta seccién detalla los requisitos de cuarto limpio
para una instalacién de ensayo de esterilidad.

El ensayo de esterilidad se debe realizar bajo condiciones asépticas, las cua-
les deben ser equivalentes a las normas de calidad de aire requeridas para la
fabricacion aséptica de productos farmacéuticos. Las dependencias, servicios
y equipos deben estar sujetos a un proceso de calificacién apropiado.

El ensayo de esterilidad se debe llevar a cabo dentro de una zona protegida
con flujo de aire unidireccional de Grado A o una cabina de bioseguridad (si se
justifica), que debe localizarse dentro de un cuarto limpio con un entorno de
Grado B. Alternativamente, el ensayo puede realizarse dentro de un aislador.
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244

245

246

247

248

24.9

2.4.10

2411

Se debe tener cuidado con el disefio de las instalaciones y los patrones de
flujo de aire de los ambientes, para asegurar que el flujo de aire unidireccional
no sea perturbado.

La clasificacion de cuartos limpios y los equipos de manejo de aire de las
instalaciones para ensayos de esterilidad deben recalificarse por lo menos
una vez al afio por una persona o contratista competente. El ambiente debe
cumplir con los limites de particulas no viables y viables y se debe realizar la
verificacion de la integridad de los filtros de particulas de aire de alta eficiencia
(HEPA, por sus siglas en inglés). No obstante, se puede justificar una fre-
cuencia alternativa de monitoreo basada en la gestion de riesgos de calidad
(QRM, por sus siglas en inglés). Se debe documentar el mapeo de los puntos
de muestreo para el monitoreo rutinario, asi como el tiempo de exposicion, y
debe especificarse en procedimientos escritos la frecuencia de todos los tipos
de monitoreo microbioldgico ambiental.

El aire suministrado a las zonas de Grado Ay B debe filtrarse a través de filtros
HEPA terminales.

Deben proveerse alarmas apropiadas del flujo de aire, diferenciales de pre-
sion e instrumentos indicadores [BPF: Sistemas de calentamiento, ventilacion
y aire acondicionado para formas farmacéuticas no estériles (8); y BPF para
productos farmacéuticos estériles (8)].

Se deben tomar y registrar las lecturas de presion en los cuartos desde medi-
dores externos a menos que sea instalado un sistema de monitoreo continuo
validado. Como minimo, se deben tomar las lecturas antes de que ingrese
el operador al cuarto del ensayo. El medidor de presién se debe rotular para
indicar el area en servicio y las especificaciones aceptables.

El ingreso al cuarto limpio debe realizarse a través de un sistema de exclusas
y un vestuario donde se requiere que los operadores se pongan vestimenta
de cuarto limpio. El ultimo vestuario debe tener en condiciones “de reposo” el
mismo grado de limpieza que el cuarto de ensayo al que comunica. Los ves-
tuarios deben ser de tamafio adecuado para facilitar el cambio de vestimenta.
Debe haber una clara demarcacion de las diferentes zonas.

La vestimenta para el operador del ensayo de esterilidad debe cumplir con los
principios de la seccion 10 de las BPF de la OMS para productos farmacéuti-
cos estériles (8). Los operadores deben estar entrenados y certificados en los
procedimientos de vestimenta y se deben mantener los registros del entrena-
miento.

Los accesorios y acabados de las dependencias deben cumplir con la seccién
11 de las BPF de la OMS para productos farmaceéuticos estériles (8).

El monitoreo microbiolégico ambiental debe reflejar la instalacion utilizada
(cuarto o aislador) e incluir una combinacion de métodos de muestreo de aire
y superficie apropiados para la instalacién, como por ejemplo:
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m  muestreo de aire activo;
m placas de sedimentacion (exposicion);
m superficie de contacto

m placas RODAC para deteccidn y recuento de microorganismos, hisopos o
peliculas flexibles, e

m impresiones de los guantes del operador.

El monitoreo microbiol6gico ambiental de la zona del ensayo de esterilidad se
debe realizar durante cada sesién de trabajo bajo las condiciones operativas
(dinamicas).

Se debe contar con especificaciones escritas, incluyendo limites de alerta y
accion apropiados para la contaminacién microbiana. Los limites para el mo-
nitoreo microbiolégico ambiental se presentan en las BPF de la OMS para
productos farmacéuticos estériles (8).

3. Validaciéon de métodos de ensayo

3.1

3.2

Los métodos de ensayo estandares (farmacopeicos) se consideran validados. Sin
embargo, se necesita demostrar que el método de ensayo especifico a ser utilizado
por un determinado laboratorio para el analisis de un producto dado es adecuado
para su uso en la recuperacion de bacterias, levaduras y hongos filamentosos en
presencia del producto especifico. El laboratorio debe demostrar que los criterios de
desempefo del método de ensayo estandar pueden ser satisfechos por el laboratorio
antes de introducir el ensayo como ensayo de rutina (verificaciéon del método) y que el
método de ensayo especifico para un producto dado es adecuado (aptitud del método
de ensayo incluyendo controles positivos y negativos).

Los métodos de ensayo que no se basan en las farmacopeas u otras referencias
reconocidas deben ser validados antes de su uso. La validacidon debe incluir, cuando
sea apropiado, determinacién de la exactitud, precision, especificidad, limite de de-
teccion, limite de cuantificacion, linealidad y robustez. Los potenciales efectos inhibi-
torios de la muestra deben tomarse en cuenta al analizar diferentes tipos de muestra.
Los resultados deben evaluarse con métodos estadisticos apropiados, ej. los descri-
tos en las farmacopeas nacionales, regionales o internacionales.

4. Equipamiento

Cada equipo, instrumento u otro dispositivo utilizado para el analisis, verificacion y calibra-
cion debe identificarse individualmente.

Como parte de su sistema de calidad, el laboratorio debe tener un programa documentado
para la calificacion, calibracion, verificacion del desempeno y mantenimiento de sus equi-
pos y un sistema para el monitoreo del uso de los mismos.

41

Mantenimiento de equipos
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4.2

4.3

411

El mantenimiento de los equipos esenciales debe llevarse a cabo en interva-
los predeterminados de acuerdo con un procedimiento documentado. Deben
mantenerse registros detallados. (Para ejemplos de mantenimiento de equi-
pos y de intervalos, ver Apéndice 2).

Calificacion

4.2.1

Para la calificacion de los equipos ver las secciones 8 y 12 de Buenas practi-
cas para los laboratorios de control de calidad de productos farmacéuticos (7).

Calibracion, verificacion de desempefio y monitoreo de uso

4.3.1

43.2

4.3.3

434

La fecha de calibracion y mantenimiento y la fecha en que debe realizarse la
recalibracion deben indicarse claramente en una etiqueta adherida al instru-
mento.

La frecuencia de calibracion y verificacion de desempeno se determinara por
la experiencia documentada y se basara en la necesidad, el tipo y el desem-
peno previo del equipo. Los intervalos entre la calibracion y verificacion deben
ser mas cortos que el tiempo en el que el equipo ha demostrado desviarse de
los limites aceptables. (Para ejemplos de chequeos e intervalos de calibracion
para los diferentes equipos de laboratorio, ver el Apéndice 3; y para califica-
cion y monitoreo de equipos, ver el Apéndice 4). El desempefio de los equipos
debe ajustarse a criterios de aceptacion predefinidos.

Dispositivos de medicién de temperatura

4.3.3.1 Cuando la temperatura tiene un efecto directo sobre el resultado de
un analisis o es critica para el correcto funcionamiento de los equi-
pos, los dispositivos de medicion de temperatura deben ser de la ca-
lidad apropiada para alcanzar la exactitud requerida (ej. termémetros
de liquido en vidrio, termocuplas y termémetros de resistencia de
platino (TRP) empleados en las incubadoras y autoclaves).

4.3.3.2 La calibracién de los dispositivos debe ser trazable a estandares de
temperatura nacionales o internacionales.

Incubadoras, bafos de agua y hornos

La estabilidad de la temperatura, la uniformidad de la distribucién de la tempe-
ratura y el tiempo necesario para alcanzar condiciones de equilibrio en las in-
cubadoras, bafios de agua, hornos y cuartos de temperatura controlada deben
establecerse inicialmente y documentarse, en particular para los usos habitua-
les (por ejemplo, posicion y altura de las pilas de placas de Petri y el espacio
libre entre las mismas). La constancia de las caracteristicas registradas duran-
te la validacion inicial del equipo debe chequearse y registrarse después de
cada reparacién o modificacién significativa. La temperatura de operacién de
estos equipos debe monitorearse y registrarse. Se debe considerar el uso de
los equipos al determinar cuales son los controles de temperatura requeridos.
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4.3.5 Autoclaves, incluidos los preparadores de medios

4.3.51

43.5.2

4.3.5.3

4354

Los autoclaves deben poder cumplir con las tolerancias de tiempo y
temperatura especificadas; el monitoreo exclusivo de la presion no
es aceptable. Los sensores utilizados para controlar o monitorear los
ciclos operativos requieren calibracion y el desempefio de los tempo-
rizadores debe verificarse.

La validacion inicial debe incluir estudios de desempefio (distribucion
espacial de la temperatura) para cada ciclo operativo y cada confi-
guracién de carga usada en la practica. Se debe repetir este proce-
so después de cualquier reparacion o modificacion significativa (e;.
reemplazo de la sonda termorreguladora o programador, cambio en
la disposicion de la carga o en el ciclo operativo) o cuando sea indi-
cado por los resultados de los controles de calidad en los medios o
la evaluacion de riesgos. Se deben colocar sensores de temperatura
suficientes dentro de la carga (ej. en recipientes llenos de liquido/me-
dio) para permitir demostrar las diferencias debidas a la ubicacion.
En el caso de los preparadores de medios, cuando el calentamiento
uniforme no se pueda demostrar por otros medios, el uso de dos
sensores, uno junto a la sonda de control y otro distante, en general,
se considera apropiado. La validacion y revalidacion deben consi-
derar la pertinencia de los tiempos de ascenso y descenso de las
temperaturas asi como el tiempo de permanencia a la temperatura
de esterilizacion.

Deben proporcionarse instrucciones operativas claras, basadas en
los perfiles de calentamiento determinados para los usos habituales
durante la validacién/revalidacion. Se deben establecer los criterios
de aceptacion/rechazo y mantener los registros de operacion del au-
toclave, incluyendo la temperatura y el tiempo, para cada ciclo.

El monitoreo puede realizarse a través de uno de los siguientes pro-
cedimientos:

m uso de una termocupla y registrador para generar un grafico o
impresion;

m observacion directa y registro de la temperatura maxima alcanza-
day el tiempo a esa temperatura.

Ademas de monitorear directamente la temperatura de un autoclave,
la eficiencia de su funcionamiento durante cada ciclo se puede che-
quear por el uso de indicadores quimicos o biolégicos para los pro-
positos de esterilizacion o descontaminacion. La cinta de autoclave
o las tiras indicadoras deben utilizarse solo para demostrar que una
carga ha sido procesada, pero no para demostrar que se ha comple-
tado un ciclo aceptable.
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4.3.6

43.7

4.3.8

Los laboratorios deben tener un autoclave dedicado a la desconta-
minacion. No obstante, en casos excepcionales, un unico autoclave
puede ser aceptable siempre que se tomen precauciones exhausti-
vas para separar las cargas de descontaminacion y de esterilizacion,
y se cuente con un programa de limpieza documentado que conside-
re tanto los entornos interno como externo del autoclave.

Pesas y balanzas

Las pesas y balanzas deben calibrarse en forma trazable a intervalos regula-
res (de acuerdo a su uso previsto) usando las pesas estandares apropiadas,
trazables a pesas estandares certificadas.

Equipo volumétrico

4.3.7.1 Los laboratorios de microbiologia deben llevar a cabo la verificacion
inicial del equipo o material volumétrico (dispensadores automaticos,
dispensadores/dilutores, pipetas mecanicas de carga manual y pipe-
tas desechables) y luego hacer chequeos regulares, segun corres-
ponda, para asegurar que el equipo se desempefia dentro de las
especificaciones requeridas. La verificacién inicial no es necesaria
para el material de vidrio que haya sido certificado para una toleran-
cia especifica. El equipo volumétrico se debe chequear en cuanto a
la exactitud del volumen entregado en funcion del volumen definido
(varios volumenes en el caso de instrumentos de volumenes varia-
bles) y se debe medir la precision de las entregas de volumen repe-
tidas.

4.3.7.2 En el caso de equipos volumétricos desechables de uso unico, los
laboratorios deben obtenerlos de companias con un sistema de cali-
dad relevante y reconocido. Después de la validacion inicial de la ap-
titud de un equipo, se recomienda efectuar chequeos aleatorios de la
exactitud del mismo. Si el proveedor no tiene un sistema de calidad
reconocido, los laboratorios deben chequear cada lote de equipos
para determinar su aptitud.

Otros equipos

Los conductimetros, medidores de oxigeno, medidores de pH y otros instru-
mentos similares deben verificarse regularmente o antes de cada uso. Las
soluciones amortiguadoras usadas en la verificacion deben almacenarse en
condiciones apropiadas y etiquetarse con una fecha de vencimiento.

Cuando la humedad sea importante para el resultado del ensayo, los higréme-
tros deben calibrarse, y la calibracion debe ser trazable a estandares naciona-
les o internacionales.

Los temporizadores, incluyendo el temporizador del autoclave, se deben veri-
ficar usando un temporizador calibrado o la sefal horaria nacional.
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Cuando se utilizan centrifugas en los procedimientos del ensayo, se debe ha-
cer una evaluacion de las revoluciones por minuto (rpm). Cuando sea critica,
la centrifuga debe calibrarse.

Reactivos y medios de cultivo

Los laboratorios deben asegurar que la calidad de los reactivos y los medios utilizados es
apropiada para el ensayo en cuestion.

5.1 Reactivos

5.1.1 Los laboratorios deben verificar la aptitud de cada lote de reactivos criticos
para el ensayo, inicialmente y durante su vida util.

5.2 Medios

5.2.1 Los medios pueden prepararse en el laboratorio o comprarse, ya sea parcial
o totalmente preparados. Los proveedores de los medios deben estar apro-
bados y calificados. El proveedor calificado puede certificar algunos de los
parametros de calidad detallados posteriormente. La prueba de promocién del
crecimiento y, si fueran apropiadas, otras pruebas de desempefio adecuadas
(ver la seccion 5.2.2), deben realizarse para todos los medios, en cada lote y
en cada envio. Cuando el proveedor de medios totalmente preparados esta
calificado y provee certificacion de la promocion del crecimiento para cada
lote de medio y las condiciones de transporte han sido calificadas, el usuario
puede confiar en el certificado del fabricante con una verificacion periddica de
sus resultados.

5.2.2 El desempefio adecuado de los medios de cultivo, diluyentes y otros liquidos
de suspension se debe chequear, cuando sea relevante, en relacion a:

m recuperacion o mantenimiento de la supervivencia de los microorganismos
objetivo o blanco. Se debe demostrar una recuperacién del 50-200% des-
pués de la inoculaciéon de no mas de 100 unidades formadoras de colonias
(UFC o ufc);

m inhibicién o supresion de los microorganismos diferentes al objetivo o
blanco;

m propiedades bioquimicas (diferenciales y de diagndstico), y

m otras propiedades adecuadas (ej. pH, volumen y esterilidad).

Se prefieren los procedimientos cuantitativos para la evaluacion de la recupe-
racion o supervivencia.

5.2.3 Las materias primas (tanto formulaciones comerciales deshidratadas como
componentes individuales) y los medios deben almacenarse bajo las condicio-
nes apropiadas recomendadas por el fabricante, ej. ambiente fresco, seco y
oscuro. Todos los envases, especialmente aquellos de medios deshidratados,
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5.3

524

5.2.5

5.2.6

5.2.7

5.2.8

5.2.9

5.2.10

5.2.11

deben estar herméticamente sellados. Los medios deshidratados que estén
apelmazados o agrietados o muestren un cambio de color no deben utilizarse.

Para la preparacion se debe usar agua de calidad microbiolégica adecuada
y libre de sustancias bactericidas, inhibidoras o interferentes, a menos que el
método de ensayo especifique algo diferente.

Los medios conteniendo antimetabolitos o inhibidores se deben preparar utili-
zando material de vidrio dedicado para esos medios, debido a que el arrastre
de estos agentes dentro de otros medios podria inhibir el crecimiento y la
deteccidén de microorganismos presentes en la muestra en analisis. Si no se
emplea material de vidrio dedicado, los procedimientos de lavado para el ma-
terial de vidrio deben estar validados.

La distribucion de los medios después de la esterilizacién debe realizarse bajo
flujo de aire unidireccional (UDAF, por sus siglas en inglés) para minimizar
la posibilidad de contaminacion ambiental. Esto debe considerarse como un
requisito minimo para los medios que se usan en ensayos de productos esté-
riles, e incluye el enfriamiento de los medios, ya que las tapas de los envases
necesitaran ser retiradas durante el enfriamiento para prevenir la condensa-
cion.

Los medios en placa a ser irradiados pueden requerir la adicion de un an-
tioxidante y secuestrador de radicales libres que protege de los efectos del
proceso de irradiacidon. Los medios irradiados deben validarse mediante la
realizacién de pruebas cuantitativas de promocién del crecimiento en ambos
medios, irradiados y no irradiados.

Se debe determinar y verificar el periodo de vida util de los medios prepara-
dos, bajo condiciones definidas de almacenamiento.

Los lotes de los medios deben ser identificables y su conformidad con las
especificaciones de calidad debe quedar documentada. Para los medios
comprados, el laboratorio usuario debe asegurarse de que sera notificado
por el fabricante de cualquier cambio en las especificaciones de calidad del
producto.

Los medios deben prepararse de acuerdo con todas las instrucciones del fa-
bricante, teniendo cuidadosamente en cuenta especificaciones tales como el
tiempo y la temperatura de esterilizacion.

Los dispositivos de microondas no deben utilizarse para la fusién de los me-
dios debido a la distribucién desigual del proceso de calentamiento.

Etiquetado

5.3.1

Los laboratorios deben asegurar que todos los reactivos (incluidas las solucio-
nes stock o de reserva), medios, diluyentes y otros liquidos de suspension, es-
tén adecuadamente etiquetados para indicar, segun corresponda, la identidad,
concentracion, condiciones de almacenamiento, fecha de preparacion, fecha
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de vencimiento validada y/o periodos de almacenamiento recomendados. La
persona responsable de la preparacion se debe poder identificar a partir de los
registros.

5.4 Reanimacién de microorganismos

5.4.1

54.2

La reanimacion de microorganismos es necesaria cuando las metodologias
de ensayo pueden producir células dafiadas sub-letalmente. Por ejemplo, por
exposicion a:

m efectos daninos del proceso, €j. calor;

m agentes antimicrobianos;

conservantes;

m extremos de presion osmoética; y
m extremos de pH.

La reanimacion de microorganismos se puede lograr mediante:

m exposicién a un medio liquido como una simple solucion salina a tempera-
tura ambiente durante 2 horas;

m exposicién a un medio de reparacion solido durante 4-6 horas.

6. Materiales de referencia y cultivos de referencia

6.1 Estandares internacionales y sustancias de referencia farmacopeicas

6.1.1.

Los materiales de referencia y materiales de referencia certificados son gene-
ralmente usados en un laboratorio de microbiologia para calificar, verificar y
calibrar equipos.

Siempre que sea posible, estos materiales de referencia deben utilizarse en
matrices apropiadas.

Los estandares internacionales y las sustancias de referencia farmacopeicas
se emplean, por ejemplo, para:

m determinar potencia o contenido;

m validar métodos;

m comparar métodos;

m realizar controles positivos; y

m realizar las pruebas de promocién del crecimiento.

Si fuera posible, los materiales de referencia deben usarse en matrices apro-
piadas.

6.2 Cultivos de referencia

6.2.1

Los cultivos de referencia se requieren para establecer el desempefo acepta-
ble de los medios (incluidos los kits de ensayos), para validar métodos, verifi-
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car la aptitud de los métodos de ensayo y para determinar o evaluar el desem-
pefio en curso. La trazabilidad es necesaria, por ejemplo, cuando se establece
el desempeno de los medios para las validaciones de los métodos y kits de
ensayos. Para demostrar la trazabilidad, los laboratorios deben utilizar cepas
de referencia de microorganismos obtenidas directamente de una coleccion
nacional o internacional reconocida, cuando éstas existan. Alternativamente,
se pueden emplear derivados comerciales para los cuales el laboratorio ha
demostrado la equivalencia de todas las propiedades relevantes en el punto
de uso.

6.2.2 Las cepas de referencia pueden ser subcultivadas una sola vez para propor-
cionar stocks de referencia. Se deben realizar chequeos de pureza y bioqui-
micos en forma paralela segun correspondan. Se recomienda almacenar los
stocks de referencia en alicuotas ya sea congeladas o liofilizadas. Los cultivos
de trabajo para el uso rutinario deben ser subcultivos primarios de los stocks
de referencia (ver el Apéndice 5 sobre el uso general de cultivos de referen-
cia). Si los stocks de referencia han sido descongelados, no deben volver a
congelarse ni reutilizarse.

6.2.3 Normalmente, los cultivos de trabajo no se deben subcultivar. Usualmente,
no mas de cinco generaciones (0 pasajes) de la cepa de referencia original
pueden ser subcultivadas si ello esta definido en un método estandar o si el
laboratorio puede proveer pruebas documentales de que no ha habido cambio
en ninguna propiedad relevante. Derivados comerciales de las cepas de refe-
rencia sélo pueden ser usados como cultivos de trabajo.

Muestreo

Para los principios generales, referirse a las Buenas practicas para los laboratorios de con-
trol de calidad de productos farmacéuticos (7).

7.1

7.2

7.3.

Cuando los laboratorios de ensayo son responsables del muestreo primario para ob-
tener las muestras de ensayo, es altamente recomendable que este muestreo esté
cubierto por un sistema de garantia de calidad y sea objeto de auditorias periédicas.

Cualquier proceso de desinfeccion utilizado en la obtencién de la muestra (e]. desin-
feccion de los puntos de muestreo) no debe comprometer el nivel microbiano dentro
de la muestra.

El transporte y almacenamiento de las muestras deben realizarse en condiciones
que mantengan la integridad de la muestra (ej. refrigerada o congelada, cuando co-
rresponda). Los analisis de las muestras se deben realizar lo mas pronto posible
después del muestreo. Para las muestras en las que sea posible un crecimiento en la
poblacion microbiana durante el transporte y el almacenamiento, se debera demos-
trar que las condiciones de almacenamiento, el tiempo y la temperatura no afectaran
la exactitud del resultado de los ensayos. Las condiciones de almacenamiento deben
monitorearse y registrarse. La responsabilidad del transporte y almacenamiento entre
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7.4

el muestreo y la llegada al laboratorio de ensayo debe estar claramente documenta-
da.

El muestreo debe realizarse solo por personal capacitado. Se debe llevar a cabo en
condiciones asépticas utilizando equipos estériles. Se deben tomar las precauciones
adecuadas para asegurar que se mantenga la integridad de la muestra, usando en-
vases estériles sellados para la recoleccion de las muestras cuando corresponda.
Puede ser necesario monitorear las condiciones ambientales en el sitio de muestreo,
por ejemplo, la contaminacién del aire y la temperatura. El tiempo del muestreo se
debe registrar, si fuese necesario.

Manejo e identificacién de muestras

8.1

8.2

8.3

8.4

8.5

8.6

El laboratorio debe tener procedimientos que cubran la entrega y recepcién de las
muestras y la identificacién de las mismas. Si la muestra es insuficiente o se encuen-
tra en malas condiciones debido al deterioro fisico, temperatura incorrecta, envases
rotos o etiquetado deficiente, el laboratorio debe consultar con el cliente antes de
decidir si va a analizar o rechazar la muestra.

El laboratorio debe registrar toda la informacion relevante, e;.

m fechay, cuando sea relevante, la hora de la recepcion;

m condicion de la muestra al momento de la recepcion y, cuando sea necesario, la
temperatura; y

m caracteristicas de la operacion de muestreo (incluyendo la fecha y condiciones de
muestreo).

Las muestras en espera de los ensayos deben almacenarse en condiciones ade-
cuadas para minimizar los cambios en cualquier poblacion microbiana presente. Las
condiciones de almacenamiento deben estar validadas, definidas y registradas.

Los envases y etiquetas de las muestras pueden estar altamente contaminados y
deben manipularse y almacenarse con cuidado a fin de evitar la propagacion de la
contaminacion. Los procesos de desinfeccion aplicados al envase exterior no deben
afectar la integridad de la muestra. Se debe destacar que el alcohol no es esporicida.

El submuestreo por parte del laboratorio, inmediatamente antes del ensayo, puede
ser requerido como parte del método de ensayo. Puede ser apropiado llevarlo a cabo
de acuerdo a normas nacionales o internacionales, cuando existan, o por métodos in-
ternos validados. Los procedimientos de submuestreo deben disefiarse para recoger
una muestra representativa.

Debe haber un procedimiento escrito para la retencion y eliminacién de muestras. Si
la integridad de las muestras se puede mantener, puede ser apropiado almacenar las
muestras hasta que se obtengan los resultados de los ensayos o por mas tiempo, si
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10.

11.

12.

fuera necesario. Las porciones de muestras del laboratorio que se sabe estan conta-
minadas deben descontaminarse antes de su eliminacién (ver seccion 11.1).

Eliminacion de residuos contaminados

9.1 Los procedimientos para la eliminacion de materiales contaminados deben disefarse
para minimizar la posibilidad de contaminacion del ambiente o materiales de trabajo.
Esta cuestion corresponde a las buenas practicas de gestién del laboratorio y debe
ajustarse a las regulaciones ambientales o sanitarias y de seguridad nacionales e
internacionales.

Garantia de calidad de resultados y control de calidad de
desempeio

10.1 Control de calidad interno

10.1.1 El laboratorio debe contar con un sistema de garantia de calidad o control
de calidad interno (ej. manejo de desvios, uso de muestras con agregados
(spiked), repeticiones de ensayos y participacion en ensayos de competencia
o aptitud) para asegurar la consistencia de resultados dia a dia y su conformi-
dad con los criterios establecidos.

Procedimientos de ensayos

11.1 Los ensayos deben realizarse normalmente de acuerdo a los procedimientos descri-
tos en las farmacopeas nacionales, regionales o internacionales.

11.2 Pueden emplearse procedimientos de ensayos alternativos siempre que estén debi-
damente validados y su equivalencia con métodos oficiales haya sido demostrada.

Informes de ensayos

12.1 Si el resultado de un recuento es negativo, éste debera informarse como “no detec-
tado para una unidad definida” o “menor que el limite de deteccion para una unidad
definida”. El resultado no debera informarse como “cero para una unidad definida”
a menos que esto sea un requisito regulatorio. Los resultados de los ensayos cuali-
tativos deben informarse como “detectado/no detectado en una cantidad o volumen
definido”. Estos también pueden expresarse como “menor que un nimero especifico
de microorganismos para una unidad definida” cuando el niumero especificado de
microorganismos supera el limite de deteccion del método y esto ha sido acordado
con el cliente. En los datos crudos el resultado no debe informarse como cero para
una unidad definida a menos que sea un requisito regulatorio. Un valor informado “0”
puede usarse para la entrada de datos y calculos o el analisis de tendencias en bases
de datos electrénicas.
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12.2 Cuando el informe de ensayo incluye una estimacion de la incertidumbre del resul-
tado del ensayo, cualquier limitacion (particularmente si la estimacion no incluye el
componente aportado por la distribucién de microorganismos dentro de la muestra)
debe aclarase con el cliente.
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Apéndice 1:

Ejemplos de zonas en las que se podrian realizar

las operaciones

Recepcion de muestra
Preparacion de medios
Carga de autoclave

Descarga de autoclave dentro del area del ensayo de
esterilidad

Ensayo de esterilidad - flujo de aire unidireccional
(UDAF, por sus siglas en inglés)

Ensayo de esterilidad - entorno del UDAF

Ensayo de esterilidad - aislador

Ensayo de esterilidad - entorno del aislador
Incubadora
Recuento

Descontaminacion

Sin clasificar
Sin clasificar
Sin clasificar
Grado B

Grado A

Grado B

Grado A (NVP y microbiologia
Unicamente)

Sin clasificar
Sin clasificar
Sin clasificar?

Sin clasificar

Sin clasificar
Sin clasificar
Sin clasificar
ISO 5 (flujo turbulento) y <10 ufc/m?®

ISO 5 (UDAF) y <1 ufc/m?®

ISO 5 (flujo turbulento) y <10 ufc/m?
ISO 5 (UDAF) y <1 ufc/m?

Sin clasificar
Sin clasificar
Sin clasificar?

Sin clasificar

Notas: ufc, unidad formadora de colonias; (?) Las etapas criticas deben realizarse bajo flujo laminar
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Apéndice 2:

Ejemplos de mantenimiento de equipos

Esta informacién se proporciona como ejemplo y la frecuencia se debe basar en la nece-
sidad, tipo y desempefio previo del equipo y en las recomendaciones de los manuales de los

fabricantes.

Incubadoras
Refrigeradores

Congeladoras, hornos

= Limpiar y desinfectar superficies

= Mensualmente
= Cuando se requiera (ej. cada 3 meses)

= Cuando se requiera (ej. anualmente)

Bafios de agua

= Vaciar, limpiar, desinfectar y volver a

= Mensualmente, o cada 6 meses si se
usa un biocida

Centrifugas

= Realizar servicio de mantenimiento

= Limpiar y desinfectar

= Anualmente

= Cada vez que se usan

Autoclaves

= Realizar inspeccion visual de la junta,
limpiar/drenar la camara

Realizar servicio de mantenimiento

Realizar chequeo de seguridad de la
camara de esterilizacion

= Regularmente, segun recomendaciones
del fabricante

= Anualmente o seguiin recomendaciones
del fabricante

= Anualmente

Cabinas de seguridad, cabinas de flujo
unidireccional

Realizar servicio de mantenimiento
completo y chequeo mecanico

= Anualmente o segun recomendaciones
del fabricante

Microscopios

Realizar servicio de mantenimiento

= Anualmente

Medidores de pH

Limpiar electrodo

= Cada vez que se usan

Balanzas, dilutores gravimétricos

Realizar servicio de mantenimiento

= Cada vez que se usan

= Anualmente

Destiladores

Limpiar y desincrustar

= Segun se requiera (ej. cada 3 meses)

Desionizadores, unidades de 6ésmosis
inversa

Reemplazar cartucho/membrana

= Segun recomendaciones del fabricante

Jarras anaerobias

Limpiar/desinfectar

= Después de cada uso

Dispensadores de medios, material
volumétrico, pipetas y material de
servicio general

Descontaminar, limpiar y esterilizar
segun corresponda

= Cada vez que se usan

Sembradores de placas en espiral (spiral
platers)

Realizar servicio de mantenimiento

Descontaminar, limpiar y esterilizar

= Anualmente

= Cada vez que se usan

Laboratorio

= Limpiar y desinfectar superficies de

= Limpiar pisos, desinfectar fregaderos y

= Limpiar y desinfectar otras superficies

= Diariamente y durante el uso

= Diariamente

= Cada 3 meses
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Apéndice 3:
Ejemplos de chequeos e intervalos de calibracion
para diferentes equipos de laboratorio

Esta informacién se proporciona como ejemplo y la frecuencia se debe basar en la necesi-
dad, tipo, desempefio previo y criticidad del equipo.

Termometros de referencia (liquido en vidrio) = Recalibracion completa trazable = Cada 3 afios
» Unico punto (ej. chequeo del punto de congelacién) = Anualmente
Termocuplas de referencia = Recalibracion completa trazable = Cada 3 afios
= Chequeo con termémetro de referencia = Anualmente
Termémetros de trabajo y termocuplas de = Chequeo con termometro de referencia en el punto de = Anualmente
trabajo congelacion y/o el rango de temperatura de trabajo
Balanzas = Calibracién completa trazable = Anualmente
Pesas de calibracion = Calibracion completa trazable = Anualmente
Pesas de chequeo = Chequeo con pesas calibradas o chequeo en balanza = Anualmente
inmediatamente después de una calibracién trazable
Material de vidrio volumétrico = Calibracién gravimétrica con la tolerancia requerida = Anualmente
Microscopios = Calibracion trazable del micrometro de platina (cuando = Inicialmente
corresponda)
Higrémetros = Calibracion trazable = Anualmente
Centrifugas = Calibracion trazable o chequeo con un tacémetro = Anualmente

independiente, segun corresponda
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Apéndice 4:

Ejemplos de calificacidon y monitoreo de equipos

Esta informacién se provee como ejemplo y la frecuencia se debe basar en la necesidad, tipo,
desemperio previo y criticidad del equipo.

Equipo con temperatura controlada
(incubadoras, bafios, refrigeradores,
congeladores)

= Establecer estabilidad y uniformidad de
la temperatura

= Monitorear la temperatura

= Inicialmente, cada 2 afios y después de

una reparacion/modificacion

Diariamente/cada vez que se usan

Hornos esterilizantes

= Establecer estabilidad y uniformidad de
la temperatura

= Monitorear la temperatura

= Inicialmente, cada 2 afios y después de

una reparacion/modificacion

= Cada vez que se usan

Autoclaves

Establecer las caracteristicas de
cargas/ciclos

= Monitorear la temperatura/presion/
tiempo

Inicialmente, cada 2 afios y después de
una reparacion/ modificacion

= Cada vez que se usan

Areas de Grado A utilizadas para

ensayos de esterilidad:

= cabinas de seguridad de flujo
unidireccional

= aisladores

Establecer el desempefio

= Monitoreo microbioldgico
= Monitorear el flujo de aire
Probar la integridad de los filtros HEPA

Inicialmente, cada afio y después de
una reparacion/modificacion

= Cada vez que se usan

= Semestralmente

Semestralmente

Cabinas de flujo unidireccional

= Establecer el desempefio

Monitoreo microbiolégico
= Monitorear el flujo de aire
= Probar la integridad de los filtros HEPA

= Inicialmente y después de una

reparacion/modificacion

Semanalmente

= Semestralmente

= Semestralmente

Temporizadores

Chequear contra la sefial de tiempo
nacional

Anualmente

Microscopios

= Chequear alineamiento

= Diariamente/cada vez que se usan

Medidores de pH

Ajustar utilizando dos soluciones
amortiguadoras de calidad apropiada

Diariamente/cada vez que se usan

Balanzas

= Chequear el cero y la lectura contra
una pesa de chequeo

= Diariamente/cada vez que se usan

Desionizadores y unidades de 6smosis
inversa

= Chequear la conductividad

Investigar la presencia de
contaminacién microbiana

= Semanalmente

Mensualmente

Dilutores gravimétricos

= Chequear el peso del volumen
dispensado

Chequear la razén de dilucién

= Diariamente

Diariamente

Dispensadores de medios

= Chequear el volumen dispensado

= En cada ajuste o reemplazo

Pipeteadores/Pipetas

= Chequear la exactitud y precision del
volumen dispensado

= Regularmente (a definir de acuerdo con

la frecuencia y naturaleza del uso)

Continda...
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...Continuacién Apéndice 4

Sembradores de placas en espiral

= Establecer desempeiio contra el
método convencional

Chequear la condicion del estilete y el
arte de los puntos de inicio y final

Chequear el volumen dispensado

= Inicialmente y anualmente

= Diariamente/Cada vez que se usan

= Mensualmente

Contadores de Colonias

Chequear contra el nimero contado
manualmente

= Anualmente

Centrifugas

Chequear la velocidad con un
tacometro calibrado e independiente

= Anualmente

Jarras anaerobias/ incubadoras

Chequear con un indicador anaerobio

= Cada vez que se usan

Ambiente del laboratorio

Monitorear la contaminacién microbiana
del aire y superficies utilizando, ej.
muestreadores de aire, placas de
sedimentacion, placas de contacto o
hisopos

= Basandose en la evaluacion de riesgos,

se debe establecer un programa
apropiado de monitoreo ambiental

Nota: HEPA, (filtro) de particulas de aire de alta eficiencia.
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Apéndice 5:

Uso general de cultivos de referencia

Cepa de referencia

De una fuente reconocida por una agencia de

acreditacion.

Stock de referencia G1

Liofilizado, almacenado en nitrégeno liquido,
ultracongelado, etc.

Condiciones especificadas y tiempos de
almacenamiento recomendados

Stock de referencia G2

Liofilizado, almacenado en nitrégeno liquido,
ultracongelado, etc.

Condiciones especificadas y tiempos de
almacenamiento recomendados

Stock de referencia G3

Liofilizado, almacenado en nitrégeno liquido,
ultracongelado, etc.

Condiciones especificadas y tiempos de
almacenamiento recomendados

Stock de referencia G4

Liofilizado, almacenado en nitrégeno liquido,
ultracongelado, etc.

Condiciones especificadas y tiempos de
almacenamiento recomendados

Cultivo de trabajo

Condiciones especificadas y tiempos de
almacenamiento recomendados

Uso rutinario

Todas las partes del proceso deben estar completamente documentadas y se deben mante-
ner registros detallados de todas las etapas. Se deben realizar chequeos de pureza y pruebas

bioquimicas segun correspondan.

Cultivo de trabajo

Condiciones especificadas y tiempos
de almacenamiento recomendados

Uso rutinario

Cultivo de trabajo

Condiciones especificadas y tiempos
de almacenamiento recomendados

Uso rutinario

Cultivo de trabajo

Condiciones especificadas y tiempos
de almacenamiento recomendados

Uso rutinario

Cultivo de trabajo

Condiciones especificadas y tiempos
de almacenamiento recomendados

Uso rutinario
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