UNIVERSIDAD
ALAS PERUANAS

Facultad de Medicina Humana y Ciencias de la Salud
Escuela Profesional de Farmacia y Bioquimica

TESIS

“CONTROL MICROBIOLOGICO DE SUPERFICIE EN LA
PRODUCCION DE MEDICAMENTOS”

PARA OBTENER EL TiTULO PROFESIONAL DE
QUIMICO FARMACEUTICO

BACHILLER: CARDENAS RAMIREZ, Edith Vanessa

ASESOR: Mg. MALLQUI BRITO, Ethel Vania

LIMA- PERU

2016



DEDICATORIA

A mi madre por su apoyo incondicional en todo momento, en especial

a Dios quien me ha dado la fortaleza de seguir adelante.



AGRADECIMIENTOS

A Dios en primer lugar, a mis padres que han sido la base para la
realizacion de este trabajo, a la Blga. MSc. Vania Mallqui Brito, por su
valiosa instruccién por guiarme durante el desarrollo de mi trabajo y al

Laboratorio CERTILAB por apoyarme en la ejecucién de mi trabajo.



RESUMEN

Los productos farmacéuticos son susceptibles a la contaminacion microbiana
cuando las superficies donde se elaboran como lo es la cabina de flujo
laminar que no cumplen adecuadamente con las Buenas Practicas de
Manufactura. La elaboracion de encapsulados, reduccion de dosis y
fraccionamiento de los medicamentos que se realizan en la cabina de flujo
laminar, deben estar sujetas a control microbiol6gico de superficie, tal como
lo especifica la Organizacion Mundial de la Salud sobre especificacion de
preparaciones farmacéuticas. El objetivo de este estudio fue determinar la
contaminacion microbiolégica de la superficie de la cabina de flujo laminar
del Hospital Nacional Guillermo Almenara Irigoyen, agosto 2016. Siendo el
método cientifico, deductivo, inductivo, descriptivo y cuantitativo. Los
recuentos de mohos y levaduras se encontraron niveles bajos de
contaminacion a excepcion de aerobios mesdfilos, los resultados generados
permiten clasificar a la cabina de flujo laminar como grado A. Se concluye
que el limite de la contaminacion microbiana presente en la superficie
analizada, no se encuentran dentro de los limites de la OMS, debido a que
se hall6 contaminacion elevada de la carga microbiana por aerobios
mesofilos, aumentando el riesgo de contaminacion que puede afectar a los
medicamentos que se procesan en la cabina de flujo laminar; asi mismo se
infiere que el proceso limpieza y sanitizacion no es adecuada, por lo cual se

debe de realizar las medidas correctivas.

Palabras claves: Cabina de flujo laminar, produccion de medicamentos,
carga microbiana, aerobios mesofilos, mohos y levaduras, muestreo de

superficie.



ABSTRACT

The Pharmaceuticals are susceptible to microbial contamination when the
surfaces where they are made as is the laminar flow cabinet that do not
adequately comply with Good Manufacturing Practices. The preparation of
capsules, dose reduction and fractionation of the medicaments that are
carried out in the laminar flow cabin must be subject to surface
microbiological control, as specified by the World Health Organization on the
specification of pharmaceutical preparations. The objective of this study was
to determine the microbiological contamination of the surface of the laminar
flow cabin of the National Hospital Guillermo Almenara Irigoyen, August
2016. Being the scientific method, deductive, inductive, descriptive and
quantitative. The mold and yeast counts were found to be low contamination
levels with the exception of aerobic mesophylls. The results allow to classify
the laminar flow cabin as grade A. It is concluded that the limit of the
microbial contamination present in the surface analyzed is not Within the
limits of the WHO, because high contamination of the microbial load was
found by mesophilic aerobes, increasing the risk of contamination that can
affect the drugs that are processed in the laminar flow cabin; It is also
inferred that the cleaning and sanitization process is not adequate, which is

why corrective measures must be taken.

Keywords: laminar flow, production of medicines, microbial load, aerobic

mesophiles, molds and yeasts, sampling of surface.
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INTRODUCCION

La produccion de medicamentos en farmacia de establecimiento hospitalario
esta regulada por la Direccion General de Medicamentos, Insumos y Drogas
(DIGEMID), como una de sus acciones de vigilancia y control sanitario de los
productos farmacéuticos a fin de controlar y minimizar los riesgos de
contaminacion microbiana durante su manufactura. De acuerdo a los
protocolos farmacéuticos, los productos deben de obedecer las

especificaciones determinadas por la norma sanitaria. )

Las superficies donde se realizan las preparaciones farmacéuticas como, la
cabina de flujo laminar deben de cumplir con las Buenas Practicas de
Manufactura porque pueden ser contaminados por materiales, insumos u
otros medicamentos. En muchos casos, la misma cabina de flujo laminar
puede ser usado para diferentes procesos subsecuentes; por ello, es
esencial realizar un buen procedimiento de limpieza y sanitizacion antes y
después de la preparacion de medicamentos como parte integral del sistema

de aseguramiento de la calidad. @

La calidad microbiolégica de superficie de la cabina de flujo laminar esta
comprometida en la elaboracion de medicamentos, donde es indispensable
realizar controles microbiolégicos peridédicos para asi obtener productos
farmacéuticos seguros. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS),
establece que los niveles de accién microbioldgica en las superficies deben
ser tomadas como guias de referencias, que a través de ello se tiene
conocimiento de las condiciones microbiologicas presentes y permite tomar
las medidas correctivas en la cabina de flujo laminar, evitando

contaminaciones futuras. ¢ %%

Xiv



CAPITULO |
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1 Descripcion de la Realidad Problematica

La elaboracion de productos farmacéuticos en farmacias de
establecimientos de salud, conlleva al compromiso de obtencién de
productos de calidad, dentro de las normas de las Buenas Practica de
Manufactura (BPM) y la Farmacopea de los Estados Unidos de
América (USP 35), que se basan en la descripcion del control
microbiolégico de las superficies involucradas en la manufactura

farmacéutica.

La elaboracion de medicamentos pasa por un proceso controlado
hasta la administracion al paciente. La posibilidad que puedan llegar a
ser contaminados por varios elementos en diferentes puntos a largo
de la linea de manufactura; la carga microbiana de los productos
terminados pueden representar la contaminacion de las superficies
como la cabina de flujo laminar donde fueron elaborados e incluyendo
a las personas que laboran en el proceso preparacion de
medicamentos. Comprometiendo los requerimientos microbiolégicos,

farmacoldgicos y terapéuticos.

Por tal motivo, este estudio, pretende determinar la contaminacion
microbiolégica de la superficie de la cabina de flujo laminar donde se
realiza la elaboracion de los procesos de encapsulados, reduccion de
dosis y fraccionamientos de los medicamentos del Hospital Nacional
Guillermo Almenara Irigoyen. La necesidad de realizar el control
microbiolégico de superficie adecuadamente sirve para obtener

productos seguros y que la superficie cumpla con las condiciones de

15



esterilidad, de acuerdo con las normativas exigidas por la OMS y USP
35.

1.2 Formulacién del Problema
¢, Cudl sera el limite de la contaminacién microbiolégica indicados
segun la OMS, que cumpla la superficie de la cabina de flujo laminar
donde se elaboran los medicamentos del Laboratorio de Farmacia
de Produccion del Hospital Nacional Guillermo Almenara Irigoyen,
Agosto 20167?

1.3 Objetivos de la Investigacion

1.3.1 Objetivo General
Determinar la contaminacién microbioldgica de la superficie de
la cabina de flujo laminar de acuerdo a los limites indicados
por la OMS, donde se elaboran los medicamentos del
Laboratorio de Farmacia de Produccion del Hospital Nacional

Guillermo Almenara Irigoyen, Agosto 2016.

1.3.2 Objetivos Especificos
O.E.1. Determinar el recuento de mohos y levaduras en
unidades formadoras de colonias (UFC/cm?), en la superficie
de la cabina flujo laminar del Hospital Nacional Guillermo
Almenara Irigoyen.
O.E.2: Determinar el recuento de aerobios mesoéfilos en
unidades formadoras de colonias (UFC/cm?), en la superficie
de la cabina flujo laminar del Hospital Nacional Guillermo
Almenara Irigoyen.

1.4 Hipotesis de la Investigacion

1.4.1 Hipotesis General
La contaminacion microbioldgica de la superficie de la cabina

de flujo laminar del Hospital Nacional Guillermo Almenara
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Irigoyen cumpliran dentro de los limites indicados por la
Organizacion Mundial de la Salud, Agosto 2016.

1.4.2 Hipdtesis Secundarias
H.S.1. El recuento microbiano de mohos y levaduras en
unidades formadoras de colonias (UFC/cm?), cumpliran dentro
de los limites indicados por la Organizacion Mundial de la
Salud.
H.S.2: El recuento microbiano de aerobios mesofilos en
unidades formadoras de colonias (UFC/cm?), cumpliran dentro
de los limites indicados por la Organizacion Mundial de la
Salud.

1.5 Justificacidén e Importancia de la Investigacion

1.5.1 Justificaciéon

La cabina de flujo laminar es un camara que emplea un
ventilador para forzar el aire a través de filtros HEPA (High
Efficiency Particulate Absorbing) que circulan dentro del area
manteniendo la esterilidad durante la elaboracion de los
medicamentos que se realizan diariamente, como el proceso
de encapsulado, reduccion de dosis y fraccionamiento, siendo

la responsabilidad del Quimico Farmacéutico.

Es necesario realizar el control microbiolégico de la superficie
de la cabina de flujo laminar porque son areas susceptibles a
la contaminacion microbiana. Para asegurarnos que los
medicamentos, cumplan con los criterios microbiologicos
aceptados, evitando la contaminacion de los medicamentos
durante el proceso de elaboracion que seran administrados a
los pacientes hospitalizados y ambulatorio en el Hospital

Nacional Guillermo Almenara Irigoyen.



Motivo por el cual, es necesario la evaluacidbn microbiolégica
de superficie de la cabina de flujo laminar permitiendo
conocer el limite de la carga microbiana de la contaminacion
microbiolégica presente en el proceso de la elaboracion
farmacéutica.

Es por este, motivo que existen normativas nacionales e
internacionales como son las Buenas Practicas de
Manufactura (BPM), que presentan lineamientos generales
que permitan garantizar la calidad de los productos

farmacéuticos.

1.5.2 Importancia

La evaluacion microbiolégica de la superficies de la cabina de
flujo laminar, es un factor fundamental, porque ayuda a
controlar la carga microbiana de mohos, levaduras y aerobios
mesofilos. Los procesos elaboracion de medicamentos como
encapsulados, reduccion de dosis y fraccionamiento se llevan
a cabo en el area de procesos de la superficie de la cabina
de flujo laminar del Hospital Nacional Guillermo Almenara
Irigoyen que debe seguir los criterios establecidos por la
normativa internacional de la Organizacion Mundial de la

Salud (OMS) especificada para preparaciones farmacéuticas.

Los datos que se obtendran en, este estudio, serviran como
indicadores que nos permitira conocer la carga microbiana de
la contaminacion microbiolégica presente como aerobios
mesofilos, mohos y levaduras, y si se encuentran dentro de
los limites permitidos, de no ser asi, permitira tomar las
medidas correctivas incluyendo el correcto procedimiento de

la limpieza y sanitizacion de la cabina de flujo laminar.
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CAPITULO 1l
MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes de la Investigacion

2.1.1 Antecedentes Nacionales
En la siguiente investigacion realizada por Garcia Saucedo S.
ANALISIS MICROBIOLOGICO DE PRODUCTOS NO
ESTERILES Y DIETETICOS ELABORADOS POR LA
INDUSTRIA FARMACEUTICA NACIONAL (2013). En la cual
se evalué la calidad microbiologica de los productos no
estériles y dietéticos, hallandose recuentos, menores de 10
UFC/mL o 10UFC/g) de aerobios mesofilos y mohos y
levaduras que cumplen con la calidad microbiolégica dentro
de los limites de la USP 35. Esto indica que los productos
farmacéuticos cumplen con las Buenas Practicas Manufactura
y las Buenas Practicas Laboratorio. El hecho de que exista
cierta inocuidad realmente perceptible al realizar, el analisis
microbiolégico es indicador de los medicamentos, y la calidad
son factores decisivos para que los resultados microbiolégicos

puedan tener credibilidad. ©

En la siguiente investigacion realizada por Castillo Alegria M.;
Yanyachi Pajuelo M. EVALUACION DE LA CALIDAD
HIGIENICO SANITARIA EN FORMULAS NUTRICIONALES
ENTERALES Y USADOS EN 2 HOSPITALES DE LA
CIUDAD DE LIMA. (2002). En la cual se evaluaron los niveles
contaminacion de las férmulas nutricionales, hallandose
recuentos mayores de 10*UFC/mL, el 54% del total de las
muestras analizadas representadas (el 48% de férmulas
comerciales y 63% de formulas artesanales), contaminados
por aerobios mesdfilos, estas bacterias indicadoras estan

asociadas a las malas condiciones de higiene, concluyendo



que la contaminacién es elevada, por lo cual es urgente
asegurar la higiene durante la preparacion y manipulacion de
manera que se controle la contaminacion microbiolégica en

las formulas nutricionales. ©

2.1.2 Antecedentes Internacionales

En la siguiente investigacion realizada por Charry N.; Gomez
LS. DETERMINACION DE LOS LIMITES DE LA
CONTAMINACION MICROBIANA PRESENTE EN
SUPERFICIES DE UN LABORATORIO DE REFERENCIA
DISTRITAL DE MICROBIOLOGIA FARMACEUTICA
(2016). Se llegd a la conclusion que los limites de la
contaminacion microbiologica de las superficies del
laboratorio de microbiologia farmacéutica de la cabina de
fluo laminar, antes y después de la desinfeccion,
obteniéndose obtuvieron recuentos menores de 1UFC/cm?,
lo cual demostré que la carga microbiana en la superficie de
trabajo de este equipo fue baja (en el 47,7% y el 81.8% de
las muestreos después de la desinfeccibn, no hubo
crecimiento para el caso aerobios mesdfilos y mohos y
levaduras respectivamente), pero en algunos casos se
observo crecimiento, luego de la desinfeccion por lo cual se
estableci6 aumentar la frecuencia del proceso de
desinfeccién, ya que el material que ingresa al equipo puede
contener particulas de polvo, ademas, el alcohol deja de ser
efectivo cuando se evapora. Una vez efectuado los cambios,

se obtuvieron resultados satisfactorios. ¥
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En la siguiente investigacion realizada por Sousa Carréra J.;
Batista do Nascimento D.; da Silva Mascarenhas S.;
Vasconcelos de Mendonca L.; Chagas Monteiro M.; do
Socorro Ferraz M. et al. EVALUACION MICROBIOLOGICA
DEL PROCESO DE MANIPULACION DE
ANTINEOPLASICOS EN UN HOSPITAL DE REFERENCIA
EN EL TRATAMIENTO DE CANCER EN EL ESTADO DE
PARA, BRASIL (2010). Se lleg6 a la conclusion que el nivel
microbiolégico de la superficie de la cabina seguridad
biolégica (CSB), involucrada en el procesamiento de las
drogas antineoplasicas, se hallaron recuentos de 1UFC/cm?,
de hongos filamentosos. De un total de cuatro (18%) de las
22 UFCs aisladas provenientes de la CSB, los resultados
mostraron crecimientos de hongos filamentosos del género
curvularia sp a una frecuencia de 9%. En este estudio el
andlisis mostr6 contaminacion de las muestras analizadas
de la CBS Clase 2Bll, donde no debe ocurrir crecimiento. Tal
como lo exige la conveccién de inspeccion farmacéutica, lo
cual se demostré la contaminacion durante el proceso de
preparacién de los medicamentos por hongos filamentosos
como biocontaminantes y son potencialmente patégenas

para los individuos inmunocomprometidos.

En la siguiente investigacion realizada por Delgado M.;
Escamilla L.; Pérez A.; Arias J.; DETERMINACION DE
PARAMETROS DE LA CONTAMINACION MICROBIANA
PRESENTE EN UN AREA DE FABRICACION DE
MEDICAMENTOS ESTERILES A BASE DE
ANTIBIOTICOS B-LACTAMICOS (2004). Se lleg6 a la
conclusién que los niveles de contaminacion microbioldgica

de las superficies involucradas en la fabricacion de
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medicamentos, fueron elevadas, donde se hallaron
recuentos de hongos filamentosos de 3UFC/25cm?, en las
superficies del equipo envasadora de polvos esto se debe a
las particulas que tienen una caracteristica fisica de
higroscopica que aumenta el nivel de humedad, facilitando el
crecimiento de hongos. A través de estos controles
microbiolégicos  permitieron evaluar la limpieza vy
desinfeccidn para establecer los limites de contaminacion de
acuerdo a las especificaciones indicada por la norma del
comité de experto de la OMS en especificaciones para las

preparaciones farmacéuticas. ©

2.2 Bases Teoricas

2.2.1 Areade Produccion

El area de produccion es importante para la elaboracién de
medicamentos, debido a que esta sujeta a ciertas
condiciones especiales para minimizar los riesgos de

contaminacion microbiana, de particulas y de pirégenos.

Las instalaciones deben ser disefiadas, construidas, ubicadas,
adaptadas y mantenidas acordes con las operaciones de
produccion que se realizan. Deben ser areas independientes
y auténomas para la fabricacién de productos farmacéuticos,

debido a que no se generen contaminacién cruzada. & 1%

De lo descrito las oficinas farmacéuticas (farmacias) y de
establecimiento de salud (hospitales), dedicadas a la
elaboracion de medicamentos deben de adaptarse al
cumplimiento de las instalaciones adecuadas que son
tomadas como guias de acuerdo a la necesidad y exigencia

del medicamento.



Las areas independientes deben estar ubicadas en orden
l6gico, concordante y deben estar claramente identificadas, de
acuerdo a las operaciones de produccion que se desarrollan.
Asi como, las areas de trabajo deben de tener un flujo
ordenado y secuencial para la ubicacion de equipos Yy
materiales, de tal manera que se reduzca el riesgo de
confusion erronea durante la fabricacion de los medicamentos

y evitar la contaminacién cruzada. © *°-*9

También se deben de considerar las condiciones para
asegurar la calidad ambiental, los elementos como flujo de
aire, temperatura, humedad, iluminacion y limpieza no deben
afectar directa o indirectamente la calidad de los productos,
durante su manufactura y almacenamiento. Deben ser
controlados para mantener sus caracteristicas fisicas,
quimicas, microbiolégicas y farmacologicas. Esto se
manifiesta en casos de medicamentos termosensibles, es
decir, que afectan con los cambios de temperatura y otros son
higroscopicos, es decir que absorben la humedad del
ambiente y pueden descomponerse. Ademas del sistema de
flujo de aire mantiene una ventilacién libre, suministrando aire
limpio que minimiza y ayuda evitar la acumulacién de
particulas que son generadas por el producto, personal o
procesos desarrollados. Por eso, se debe controlar desde la
produccion hasta el almacenamiento asegurando de esta

manera la estabilidad del medicamento. 4101V

La limpieza de la mesa de trabajo y equipos en la elaboracién
de preparados debe de ser liso e impermeable, de fécil
limpieza y desinfeccion, inerte a colorantes y sustancias
agresivas. Incluyendo utensilios debe de realizarse
adecuadamente para impedir la contaminacion microbioldgica

del producto farmacéutico. ¢ %19

23



2.2.2 Las Buenas Practicas de Manufactura en Medicamentos

Las Buenas Practicas de Manufactura son conjuntos de
normas y procedimientos que son fundamentales para
garantizar que los productos farmacéuticos mantengan la
identidad, pureza, concentracion e inocuidad requeridas

desde su elaboracién hasta su periodo de vida atil. &91%

Los elementos que intervienen en la elaboracion de los
medicamentos, el personal, materias primas, materiales,
infraestructura, equipos y métodos estandarizados constituyen
herramientas béasicas para la obtencion de productos
farmacéuticos seguros para el consumo humano que se
centraliza en el cumplimiento de tres objetivos fundamentales

de las Buenas Practicas de manufactura. ¢ %V

= Evitar errores: se debe evitar la ocurrencia o recurrencia de
errores. Debido a que pueden causar problemas en el
proceso de produccion estableciendo una dindmica
operacional consistente mediante el uso de procedimientos
normalizados de trabajo (PNTSs).

= Evitar contaminacion cruzada del proceso fabricado con
otros productos: la presencia de incidencia o situacion (de
aspecto administrativo), lo que se busca es asegurar que no
haya mas casos como consecuencia de la propagacién de
contaminacion representa un problema. En esta etapa se
habla de los procesos de contencion o de aislamiento.

= Garantizar el monitoreo de los procesos: en cada proceso
se debe de revisar para asegurar que no presente problema,
caso contrario se debe identificar. El monitoreo adecuado solo
se logra si hay un sistema de registro de informacion lo

suficientemente robusto en el analisis de los sucesos.
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2.2.3

El uso de un Programa de Buenas Practicas de Manufactura
(BPM) se puede incluir practicamente en todas las actividades

0 areas operativas:

= Condiciones de la materia prima.

» Procesos de manufactura.

» Proceso de envasado o empaque.

= Programas de limpieza y de higiene personal.
» Procesos Administrativos.

La Calidad Integral de un producto farmacéutico debe
disefiarse, construirse, controlarse y conservarse, de acuerdo
al cumplimiento de las BPM gue consolida la seguridad de la

salud del paciente.

Cabina de la Flujo Laminar

Es una camara de flujo laminar en forma generalmente
prismatica con una Unica cara libre (la frontal) que da acceso
al interior, donde se localiza la superficie de trabajo. Posee un
ventilador para forzar el paso de aire a través de un filtro
HEPA (High Efficiency Particulate Absorbing), proporcionando
aire limpio a la zona de trabajo libre de particulas, capaz de
garantizar un area estéril de trabajo, donde el producto no
sea contaminado por agentes externos, perfectos para
procedimientos que deban llevarse bajo niveles aptos de
seguridad tales como la fabricacion de medicamentos, analisis
de ensayos quimicos u otros.

La cabina de flujo laminar son recomendados para la
elaboracion de medicamentos que puede ser horizontal y
vertical segun la Farmacopea de los Estados Unidos de

América. 2

La cabina de flujo laminar, tal como se muestra en la Foto

N°1, poseen ventajas de seguridad debido a que baja el nivel
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de contaminacion relativa mil veces con respecto a un area
limpia convencional (clasificada entonces como clase 100.000
la convencional y clase 100 la de flujo laminar, segun ISO-
14644-1). Es decir de 100.000 particulas por pie® a 100
particulas por pie® equivalentes a 3500 por litro en oposicién a
3.5 por litro. ¥

FOTO N° 1: CABINA DE FLUJO LAMINAR

FUENTE: Elaboracion Propia.

a. Clasificacion de Cabina de Flujo Laminar

a.1l Clase |

Son cabinas disefiadas para la proteccion del manipulador y
del ambiente, pero no del producto. Es una cabina
parcialmente abierta en la parte delantera y presenta en su
disefio un solo filtro HEPA situado en la salida de aire al
exterior. El aire entra al interior de la Cabina Seguridad
Biolégica directamente del recinto donde se encuentra la

cabina, a través de la abertura frontal, por lo que no esta



filtrado y puede contaminar el producto. No existe por tanto

recirculacion interior del aire.
a.2 Clase lI

Son cabinas disefiadas para la proteccion del producto,
manipulador y ambiente. En este tipo de cabina funciona
cuando el flujo de aire vertical se filtra a través de un filtro
HEPA vy alcanza la superficie de trabajo de la cabina, pasa a
través de un filtro HEPA y, mediante un ventilador, es
impulsado, parte de nuevo a la zona de trabajo. Esta porcion
de aire que se elimina al exterior es la responsable de que en
la zona de trabajo se crea una presion negativa, que se
compensara con la entrada de aire del ambiente. La cortina
de aire del exterior, introducido a través del frontal de la mesa
de trabajo, mantiene el recinto bajo presion negativa,
garantizando la maxima proteccion del operador. El aire
expulsado pasa a través de un filtro HEPA antes de ser

expulsado.
a.3 Clasellll

Son cabinas disefiadas que estan totalmente separados y
cerrados herméticamente a gases del area de trabajo para
gue el manipulador se encuentre totalmente separado del
producto por una barrera fisica. Debido a su disefio son

llamados caja de guantes.

La manipulacién de los objetos introducidos en la cabina se
realiza mediante unos guantes de goma unidos a la cabina.
Existen modelos que incorporan trajes herméticos de goma de
medio cuerpo que permiten que el manipulador se introduzca
en el area de trabajo. La cabina se puede mantener bajo

presién negativa o positiva, no obstante, cuando se manipulan



medicamentos citostaticos se recomienda hacerla bajo
presion negativa. El aire se introduce a través de filtros HEPA
y se extrae generalmente mediante una doble filtracion HEPA.
No se requiere flujo laminar. Presenta la ventaja respecto a
las cabinas clase Il, de no requerir un area de trabajo limpia

para su ubicacién. ‘213

b. Limpiezay Sanitizacién de la Cabina de Flujo Laminar

El procedimiento de limpieza y sanitizacion, es un conjunto de
actividades que son aplicadas a cada una de las areas de proceso
para eliminar o disminuir a un minimo aceptable la carga
microbiana presente donde se realiza el proceso de elaboracion,
ademas de optimizar la calidad sanitaria de los productos.

La importancia de la limpieza para el correcto cumplimiento de las
BPM (Buenas Préacticas de Manufactura) tiene como objetivo
principal eliminar la suciedad y cualquier residuo indeseable, ya

sea fisico, quimico o microbiol6gico. 4 1> 19

Etapas de la Limpieza y la Sanitizacion:

b.1 Limpieza

Recoger los residuos del producto, polvo o cualquier

suciedad presente en el lugar a limpiar.

= Humedecer con agua estéril la superficie a limpiar.

= Preparar las soluciones detergentes a utilizar.

» Realizar la limpieza de adentro hacia afuera, del area mas
limpia a la mas sucia.

= Dejar que la solucién detergente aplicada actué por un
tiempo prudencial.

= Enjuagar con suficiente agua asegurandose que la

solucién detergente se elimine por completo.

= Verificar la limpieza y registrar.
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b.2 Sanitizacién

= Aplicar la solucién sanitizante sobre el lugar o superficie a
sanitizar.

= Dejar la solucion sanitizante segun el tiempo establecido
para cada sustancia.

= Verificar y registrar.

La superficie de trabajo de la cabina, los cristales laterales y
frontal se limpian con Clorhexidina al 5%. Luego se procede a
limpiar con alcohol al 70° la limpieza se efectia arrastrando,
siguiendo el sentido del flujo del aire, se tiene en cuenta primero
las areas de menor a mayor contaminacion es decir, en primer
lugar las paredes laterales de arriba abajo y a continuacion la
superficie de trabajo desde adentro hacia fuera. La limpieza se

realizara en los siguientes pasos:

= Antes de empezar cualquier trabajo en la cabina flujo
laminar.

= Una vez finalizado el trabajo en ella.

= En caso de producirse derrames.

= Antes de realizar test de control microbiolégico.

b.2.1 Clasificacién de Desinfectantes

Los desinfectantes quimicos se clasifican segun su
composicion quimica. Esto incluye aldehidos, alcoholes,
halégenos, perdoxidos, compuestos de amonio cuaternario y

compuestos fendlicos, tal como lo describe la Tabla N° 1.
17
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TABLA 1: CLASIFICACION GENERAL DESINFECTANTES

Entidad quimica

Clasificacion

Ejemplo

Aldehidos

Agente esporicida

Glutaraldehido al 2%

Alcoholes

Desinfectante de uso
general, antiséptico y agente
antiviral

Alcohol isopropilico al 70%,

alcohol al 70%

Cloro e hipoclorito
de sodio

Agente esporicida

Hipoclorito de sodio al 0.5%

Fenoles Desinfectante de uso general | 500ug por g de cloro-
cresol, 500ug por g de
cloroxilenol

Peroxido de Esterilizante de fase vapor, | 4 ug por g de H202 vapor,

hidrogeno agente esporicida liquido, | solucién del 10% al 25%,

antiséptico. solucion al 3%.

Biguanidas Agentes antisépticos Gluconato de clorhexidina

sustituidas al 0.5%

Compuestos de Desinfectante de uso general | Concentracion depende de

amonio cuaternario |y antiséptico la aplicacion, cloruro de
benzalconio

B -Propiolactona Agente esporicida 100pg por g de B -

propiolactona.

FUENTE: Farmacopea de los Estados Unidos de América USP 35, 2012.

b.2.2 Factores que afectan la eficacia de los desinfectantes

Existen numerosos factores que influyen en la eficacia del

desinfectante,
microorganismos y otros relacionados con condiciones

fisicas o quimicas externas.

unos

(13,18)

relacionados

con los

propios
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GRAFICO 1: MECANISMO DE ACCION DE LOS DESINFECTANTE

1

Interaccién entre el
agente desinfectante
con el microorganismo
de la superficie

4

Respuesta por efecto
biocida(bactericida)

2

Alteracion de la
viabilidad y/o
proliferacion

microbiana

y /o biostatico

(bacteriostatico)

Ingreso al
microorganismo

FUENTE: Manual de Microbiologia aplicada a las Industrias Farmacéutica,

cosmeética y de Productos Médicos, 2013

La eficacia del proceso de desinfeccion se fundamenta en
el mecanismo de accion de los desinfectantes en la

secuencia siguiente, tal como se muestra en el Grafico N°1:

En esta secuencia se muestra, que el primer paso seria la
interacciéon  del agente desinfectante con el
microorganismo presente en la superficie, con el propdsito
de penetrar al mismo para alcanzar el blanco de accion
(paso 2), causando muerte microbiana o reducir la
proliferacion microbiana, que tenemos dos tipos de
respuesta por efecto biocida (bactericida, fungicida y
viricida) y los que causan disminucion de su replicacion por
efecto biostatico (bacteriostatico y fungistatico) (paso 3). Es
de notar que la propia interaccién puede causar dafios
suficientes para alterar la viabilidad del microorganismo

presente. 2



El mecanismo de accion de los desinfectantes, para que
sean eficaces, tienen factores de influencia entre ellos
tenemos, el agua, condiciones de crecimiento, tipo de
microorganismo, tiempo de contacto, carga microbiana
sustancias interferentes, pH (potencial de la concentracion

de iones de hidrégeno), temperatura y concentracion. “%
17)

» Tipos de microorganismos

Los microorganismos tienen diferente sensibilidad a un
mismo agente desinfectante, debido a que varia segun el

mecanismo de accion.

Idealmente un desinfectante debe tener un amplio
espectro contra bacterias, hongos, virus y esporas. Las
formas microbianas mas resistentes son las esporas,

seguidas por los hongos, tal como muestra la Tabla N°2.
(13,18)

TABLA 2. GRUPOS MICROBIANOS SEGUN SU RESISTENCIA

Esporas >Micobacterias > Virus pequefios > Hongos >Bacterias(formas > Virus medianos
Bacterianas no lipidicos vegetativas) lipidicos

FUENTE: Manual de Microbiologia aplicada a las Industrias Farmacéutica,

cosmeética y de Productos Médicos, 2013.

» Posible presencia de interferencias

En el proceso de la desinfeccion casi siempre las
superficies y/o equipos que son usados y pueden
contener residuos, estos residuos deben eliminarse
completamente antes de la etapa de desinfeccion, ya que
generalmente reducen la accion de los agentes
desinfectantes. Por ello, siempre debemos tener presente

que no se debe desinfectar sobre lo sucio. *?
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= Tiempo de contacto y concentracion

El proceso de desinfeccion para que sean efectivos en
primer lugar debe atravesar la envoltura celular hasta sus
sitios diana (blanco), Cuando la carga microbiana es muy
alta se requiere una mayor concentracion de
desinfectante y un mayor tiempo de exposicion; de ahi la
necesidad y recomendacion de limpiar siempre la
superficie previa a la aplicacién, pues reducira en parte la
carga microbiana facilitar4 la accion del desinfectante.
(13,18)

La eficacia de los desinfectantes, se maneja
adecuadamente con el control y monitoreo microbiolégico
permitiendo obtener productos seguros y de calidad
desde el punto vista microbiol6gico, porque un descuido
tiene como consecuencia el aumento de la carga
microbiana en las areas de produccién tanto en equipos y
superficies, contribuyendo a la contaminacién de los
productos farmacéuticos afectando la salud del usuario.
(13,17)

Lo anterior hace parte de un sistema de calidad en donde
tienen gran influencia las buenas practicas de
manufactura (BPM), siendo estas responsables de

involucrar todo lo relacionado con el proceso productivo.

2.2.4 Contaminacién Microbiana en Productos Farmacéuticos

La contaminacion microbiana de los productos farmacéuticos
ha sido extensamente estudiada tanto a nivel nacional como
internacional. De lo mencionado se han observado en la
mayoria de estudios los efectos de la contaminacién

microbiana en productos farmacéuticos siendo los siguientes:
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= Disminucién de los efectos terapéuticos del medicamento.

= Alteracion del ingrediente activo.

» [ntoxicacion por administracion de medicamentos
contaminados.

= Deterioro del medicamento.

= Menor vida util del medicamento.

Las preparaciones farmacéuticas estan sujetas a requisitos
especiales para minimizar riesgos de contaminacion
microbiana que pueden contaminarse con hongos
filamentosos, levaduras y bacterias. La materia prima, el
equipamiento, el agua, los operadores, el aire, y el material de
empaque pueden ser fuentes de contaminacién de los
productos farmacéuticos. Muchos microorganismos pueden
llegar a producir toxinas constituyendo un riesgo sanitario
especialmente en formas farmacéuticas orales (hongos
filamentosos) o pueden provocar el deterioro de un producto
medicamento como consecuencia de su crecimiento alterando

sus caracteristicas organolépticas. 1719

Los productos no estériles (oral, rectal, cutaneo, nasal,
vaginal, gingival, etc.), son susceptible a la contaminacion
microbiana durante la elaboracién en la cabina de flujo
laminar. Es por ello, que se debe de reducir y controlar la
carga microbiana presente en las superficies para obtener
productos sean seguros y de calidad para el uso al que estan

destinados. Tal como lo describe la Tabla N° 3. © %17

Ademas los microorganismos contaminantes estan en funcién
de:

= El uso del producto, el riesgo varia de acuerdo a la via de

la administracion (ocular, nasal, respiratoria, etc.).
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* La naturaleza del producto, si el producto es susceptible a
crecimiento microbiano.
= A que pacientes sera dirigido, varia en funcion de riesgo si

se destina neonatos, infantes y ancianos.

TABLA 3. CRITERIOS DE ACEPTACION PARA LA CALIDAD
MICROBIOLOGICA DE PRODUCTOS NO ESTERILES PARA USO

FARMACEUTICO.

Recuento total de | Recuento total combinado
Microorganismo de hongos filamentosos y
aerobios (UFC/g) 6 | levaduras(UFC/g) 6
(UFC/mL) (UFC/mL)
Productos 10° 10°
Farmacéuticos

FUENTE: Farmacopea de los Estados Unidos de América USP 35, 2012

La necesidad de garantizar la eficacia, seguridad y la calidad
de los medicamentos es evitar la contaminacién microbiana,
controlandose la carga microbiana que juega un papel
fundamental en la conservaciébn de la accién terapéutica

asegurando la salud del paciente.

2.2.5 Determinacion de la carga microbiana

La determinacion de la carga microbiana permite identificar y
cuantificar el grado de contaminacién de la cabina de flujo
laminar involucrada en la preparacion de los medicamentos

desde el punto de vista microbiolégico. ¥

El método de recuento es una herramienta Util para la
estimacion del numero de bacterias, sea total o viable. Entre
ellos tenemos el método de recuento en placa y el método
namero mas probable, es generalmente, el método de
recuento microbiano menos exacto; sin embargo, para
algunos grupos de productos con carga microbiana muy baja,

puede resultar el método mas apropiado. *3 ")
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La carga microbiana es la estimacion cuantitativa del nimero
de microorganismos presente en los productos farmacéuticos
no estériles o llamados no obligatoriamente estériles que son
elaborados con ingredientes que pueden ser sustratos
aprovechados por los microorganismos presentes en las
superficies, tal como lo describe la FDA (La U.S. Food and
Drugs Administration). La cabina de flujo laminar que es
susceptibles a la contaminacién microbiana debido a ello, se

deben de realizar controles microbiolégicos de superficies.

Los microorganismos contaminantes, son indicadores y sirven
para evaluar la calidad microbiologica, que se pueden
detectar y cuantificar a los microorganismos presentes. Por
ello, se deben de controlar las condiciones favorables de
crecimiento y proliferacion microbiana, como la temperatura,
humedad y limpieza de la superficie de la cabina de flujo
laminar. Debido a ello, ciertos microorganismos pueden
aprovechar dichas condiciones tal como los mohos, levaduras

y aerobios meséfilos. 01317

a. Hongos Filamentosos y Levaduras

Los hongos filamentosos son microorganismos eucariotas
aerobios facultativos que se reproducen de manera natural
por esporas asexual o sexual, se conoce facilmente por su
aspecto aterciopelado o algodonoso debido a que esta
constituido por filamentos ramificados y entrecruzados,

llamadas hifas.

Las levaduras son células Unicas de forma esférica, posee
una morfologia muy variable, esférica, ovoide y periforme,
en forma de micelio falso. Su tamafo supera al de las

bacterias. 318
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Los microorganismos mohos y levaduras se encuentran
ligados a contaminaciones de medicamentos. Como
pueden encontrarse en equipos, superficies y mesa de
trabajo mal sanitizadas, también pueden utilizar a los
medicamentos como sustratos (carbohidratos), debido que
en la formulacion de los medicamentos contienen una

variedad excipientes y principios activos. ¢ %)

Las materias primas utilizadas en la fabricacion de
soluciones, suspensiones, emulsiones son excelentes
caldos de cultivos para bacterias, pero otras sustancias,
como las resinas, los agentes dispersantes, los
surfactantes, los azucares, los aromatizantes pueden ser
portadores de bacterias que en dltima instancia,
contaminacion del producto. En los equipos farmacéuticos
pueden proliferar en las ranuras y resquicios de los equipos
farmacéuticos, pues estos equipos deben ser sometidos a

una limpieza minuciosa antes de su uso. 329

Estos microorganismos crecen en medios selectivos
estandarizados para hacer posible su estudio por el método
de recuento en placa que se basa en contar el nimero de

colonias desarrolladas en medios selectivos.

Pueden desarrollarse a condiciones ambientales en
presencia de oxigeno a una temperatura con una oOptima
entre 22°C y 25°C. (172122

. Aerobios Mesébfilos

Los microorganismos aerobios mesofilos son grupos de
bacterias aerobias que presentan caracteristicas térmicas
intermedias, han sido considerados indicadores que al
estar presentes en cantidades superiores, nos indica la

posible contaminacion en la materia prima, calidad sanitaria
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de la fabricacion del producto ademas indicando deterioro
del principio activo y excipientes del producto. © 2V

Estos microorganismos son capaces de crecer en agar
nutritivo y se pueden investigar por el método de recuento
en placa que se basa en contar el nUmero de colonias

desarrolladas en un medio selectivo.

Pueden desarrollarse a condiciones ambientales en
presencia de oxigeno a una temperatura con una optima
entre 30°C y 35°C. (17:20.21)

2.2.6 Anélisis Microbiolégico de Superficie Aplicados en

Cabina de Flujo Laminar.

El andlisis microbiolégico de superficie es un procedimiento
que nos permite determinar la cuantificacibn de la carga
microbiana presente. Es un requisito fundamental de las
buenas practicas de manufactura y de las buenas préacticas de
fabricacion de medicamentos ya que la contaminacion
microbiologica puede afectar significativamente a los
resultados de un estudio o investigacion y/o comprometer la
calidad de un producto y la seguridad de los pacientes. *”

El control microbioldgico de superficies de rutina, se suelen
realizar finalizado el proceso de la produccion de
medicamentos. Sin embargo, en situaciones especiales tales
como Vvalidaciones e investigaciones se amplian estos
muestreos y se incluyen controles antes y durante la
operacion. Se debe disponer de un programa microbiolégico
de ensayo rutinario y periédico (semanal, mensual, etc.), con
todos los resultados documentados y mantenidos para su

inspeccién. ¢ 1713)
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Para realizar las acciones correctivas de acuerdo a los
resultados del control microbiolégico es muy importante contar
con procedimientos escritos que detallen los pasos a tomar en
caso que estos limites sean excedidos, como asi también
efectuar una investigacion adecuada incluyendo la
caracterizacion del microorganismo y contar con una lista de
acciones correctivas y de prevencion para eliminar el

problema de contaminacion. ¢ 1317

Entre las medidas correctoras son las siguientes:

»= Revision del programa de sanitizacion, incluyendo la
seleccibn dé agentes antimicrobianos, métodos de
aplicacion y frecuencias.

= Mayor vigilancia en las practicas del personal, lo cual
podria incluir evaluaciones por escrito de métodos Yy
técnicas asépticas.

* Revision de métodos y técnicas de muestreo
microbiolégicos.

En el control microbiolégico de superficie incluye un nivel
apropiado de identificacion de la flora microbiana obtenida
mediante el muestreo. Conocer la flora microbiana habitual
prevista para la instalacion que se esta controlando, ademas
de que permite evaluar la eficacia de los procedimientos,
meétodos y agentes de limpieza y sanitizacion, asi como los

métodos de recuperacién. "

La identificacion de aislamientos de los puntos criticos de la
superficie debe de tener prioridad sobre la identificacion de

microorganismos de zonas no criticas. %317

La estandarizacion de los métodos de muestreo de superficies
para el andlisis microbiolégico no ha sido tratada tan
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2.2.7

ampliamente en la industria farmacéutica como la
estandarizacion de control aire. La toma de muestra de la
superficie puede llevarse a cabo mediante placa de contacto o

por el método de hisopado. "%

Método de Andlisis Microbiolégico para la Cuantificacion
de Microorganismos en Superficie.
a. Meétodos convencionales

Los métodos convencionales o también Illamados
tradicionales, son sistemas destinados a la deteccion, el
recuento, la caracterizacion y aislamiento. Esto dependera
de la preparacion de medios de cultivos Optimos para el
analisis microbiolégico con significado semejante en
cualquier laboratorio que utilice, es fundamental que los
medios de cultivos, ingrediente de los mismo y reactivos
sean comparables. Las entidades regulatorias cuentan
con especificaciones o requisitos que deben de cumplir,

durante la preparacion de medios de cultivos. *+ 1322

Si estas condiciones 6ptimas (pH, esterilidad, nutrientes y
otros), si no se controlan, el medio de cultivo
posiblemente se contaminara por otros microorganismos
de estudios que no son de interés o no se desarrollara el
crecimiento microbiano esperado, debido a ello, el método
tradicional se trabaja con control negativo (no debe
observarse crecimiento microbiano) para asegurar que los

resultados microbiolégicos sean 6ptimos. 172

a.l Método Recuento en Placa
El recuento en placa es un procedimiento que
permite conocer el nimero de microorganismos que

hay en una muestra.
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El método de recuento en placas es el mas
ampliamente usado, abarcando dos métodos por
extension en superficie y vertido en placa,

dependera del estudio del microorganismo. " 22

El método convencional requiere de los siguientes

pasos:

= Preparacion de medios de cultivos.

Inoculacion 1mL de la muestra y esparcir.

Incubacion a la temperatura apropiada.

Conteo de colonias.

b. Métodos Réapidos

Los métodos rapidos son sistema destinado a la deteccidn,
el recuento, la caracterizacion y la subtipificacion de
microorganismos (patdgenos y del deterioro) mediante el
cual se obtienen resultados de manera sencilla, fiable y en
menor tiempo que con los métodos convencionales. El
desarrollo de métodos rapidos y automatizados constituye
un area de la microbiologia aplicada muy dinamica y en

continua evolucion.

Los métodos rapidos se basan en técnicas fisico-quimicas
(peliculas de medios de cultivos deshidratados generales o
selectivos, sistemas para determinar el nimero mas
probable, medios cromogénicos y fluorogénicos),
bioguimicas (galerias miniaturizadas y automatizadas)

entre otros. ?¥

Puede ser empleado para el test de superficies con
muestras provenientes de hisopados o de lavados de
superficies. También puede ser empleado para el
monitoreo de agua potable y de calidad farmacéutica. 3%
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b.1 Placas Petrifilm

El recuento de microorganismos en Placa Petrifilm 3M,
es un método microbiolégico para llevar a cabo
pruebas rapidas, establecidos que han sido
reconocidos por la AOAC (Association of Official
Analytical Chemists), para el recuento de bacterias, la
principal ventaja de este método es que no requiere la
preparacion previa de medios de cultivo, reduciendo el

tiempo y costo. ¢*%°)

b.1.1 Descripcion de las Placas Petrifilm
Es un ingenioso desarrollo que utiliza medios de
cultivos deshidratados sobre peliculas plasticas
gue poseen un film superior e inferior debido a
gue cuentan con una cuadricula de fondo que
facilita el conteo de las colonias, obteniendo
resultados rapidos y precisos, tal como se

muestra en la Figura N°1.

b.1.2 Componentes de las Placas Petrifilm
Las Placas Petriflm tienen incorporado
indicadores de pH que colorean las colonias
para facilitar su identificacion y cuantificacion. Al
sembrar en placas petrifilm se requiere ajustar el
pH de la muestra entre 6.5y 7.2 debido a que el
indicador colorea las colonias y reacciona de
forma oOptima a pH neutro, facilitando su
identificacion y recuento. El medio deshidratado
contiene ademas de los compuestos selectivos
para adaptar su uso a propositos concretos, un
componente que permite la gelificacion en frio.
Puede incluir  sustratos para  detectar

microorganismos que presenten una actividad
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enziméatica concreta. El medio se rehidrata al

afadir la dilucién de la muestra a analizar. > 2"

Solo se requieren tres pasos.

* Inoculacion 1mL de la muestra y esparcir.
* Incubacion a la temperatura apropiada.

= Conteo de colonias.

FIGURA 1: DISENO DE LA PLACA PETRIFILM

T Fim plastico recubierto g
adhesivo, indicador y ge

o »& solble en fro,
o VA

£\ ‘/

Papelrecubierto e pléstico con
Cladricula impresa, adhesivo,
medio de cultivo estandary gel

soluble en frio,

FUENTE: 3M™ Petrifilm™ 2010
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2.2.8 Normativa para el Control Microbiol6égico de Superficie

Las entidades normativas reguladoras internacionales tales

como: el Centro de seguridad biolégica (CSB), el Centro para

el Control Estatal de la Calidad de los Medicamentos
(CECMED), la Organizacién Internacional de Estandarizacion
(ISO), la Organizacion Mundial de la salud (OMS), la

Administracion de los Alimentos y Drogas (FDA), la Agencia
Europea de los Medicamentos (EMEA), entre otras. Estas
directivas establecen los niveles de accion microbiolégica
para cada condicién de superficie, aire y el personal. Esto
depende del tipo de area a monitorear sea aséptica o limpia,
asi como controles necesarios a realizar bajo condiciones de

estado en reposo o en operacion. ?®

Los limites establecidos por Organizacion Mundial de la
Salud, como guia de referencia para el control microbiolégico
de superficies en la elaboracion de productos farmacéuticos

como se muestra en la Tabla N° 4. ?®

TABLA 4. LIMITES PERMISIBLES DE CONTAMINACION MICROBIANA
Grado Limites recomendados de contaminacion microbioldgica
Muestra de Placa de Placas de Impregnacion
aire(UFC/m®) sedimentacion contacto guantes:
diametro 90mm diametro 5 dedos
(UFC/4 horas) 55mm(UFC/ (UFC/guantes)
placa)
A <1 <1 <1 <1
B 10 5 5 5
C 100 50 25 -
D 200 100 50 -
FUENTE: Manual de Buenas Practicas de la Organizacion Mundial de la Salud, 2011.
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Estos grados se basan en el riesgo de la preparacion estéril
durante el proceso de elaboracion que sirven como
parametros fundamentalmente para conocer las condiciones

microbioldgicas y sanitarias de las superficies.

Segun la Buenas Practicas de la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS), la cabina de flujo laminar, se encuentra
clasificada como grado A, que es el area que ofrece
condiciones que proporciona un sistema de aire de flujo
laminar libre de particulas para habitaciones abiertas y
lugares cerrados ofreciendo la alternativa de un flujo de aire
unidireccional gracias a los filtros HEPA (High Efficiency
Particulate Absorbing) a una velocidad mas baja.

Segun 1SO-14644, la cabina de flujo se encuentra clasificada
en areas limpias como ISO 5 (clase 100), que posee
tipicamente flujo de aire unidireccional. Los recuentos
microbiologicos expresados en UFC, se usan como una
medida aproximada de la carga microbiana, los valores
recomendados son guias de referencia que permite conocer
dichos valores. Sin importar la cantidad de UFC en las
superficie de la cabina de flujo laminar, las acciones
correctivas futuras se tomaran de acuerdo con la
identificacion de microorganismos recuperados (al menos el

género). 317

La finalidad de las medidas correctoras es reducir la carga
microbiana o prevenir el crecimiento de microorganismos
indeseables, especialmente aquellas de importancia para la
salud publica deben ser satisfactorias bajo las condiciones de

fabricacién y manipulacién de los productos farmacéuticos. "
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2.3 Definicién de Términos Basicos

2.3.1 Area aséptica: Area limpia, disefiada y construida para
minimizar la contaminacion por particulas viables y no viables

y mantenerlas dentro de limites preestablecidos

2.3.2. Agente sanitizacion: Agente que reduce, en superficies
inanimadas, la cantidad de toda forma de vida microbiana,

incluyendo hongos, virus y bacterias.

2.3.3 Agente de limpieza: Agente que elimina de la superficie de
las instalaciones y equipos residuos de productos que pueden
inactivar a los agentes sanitizantes o0 alberga

microorganismos.

2.3.4 Accién correctiva: Accion que se emprende cuando los
resultados del control indican que se han sobrepasado los
niveles de alerta o de accion.

2.3.5 Contaminacién Cruzada: Contaminacion de un material o de
un producto terminado con otro material o producto durante el
proceso de manipulacion.

2.3.6 Control microbioldgico: Proceso de aseguramiento de la
calidad, que tiene en cuenta un riesgo de naturaleza
microbiana, cualquiera sea el campo de actividad.

2.3.7 Limite de deteccién: Numero mas bajo de microorganismos
gue se pueden detectar, pero en cantidades que no pueden
estimarse exactamente.

2.3.8 Recuento microbiano: Enumeracion por recuento directo de
Células o Esporas viables, aisladas, bacterianas, arqueales o
fungicas.

2.3.9 Unidad formadora de colonias (UFC): Se denomina a una
célula bacteriana viva y aislada que si se encuentra en
condiciones de substrato y ambientales adecuadas da lugar a

la produccién de una colonia en un breve lapso de tiempo.
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CAPITULO Il
METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

3.1. Tipo de Investigacién

» Aplicada: Se aplico el método de recuento en placa, donde se
determind, el recuento de mohos, levaduras y aerobios mesofilos
en este estudio.

= De campo: se trabajo en el laboratorio de microbiologia para
evaluar el control microbioldgico de las muestras recolectadas de
la superficie de la cabina de flujo laminar.

3.1.1 Método

= Cientifico: Porque mediante el método de recuento en
placa se realizé el control microbioldgico de superficie y la
informacion de los resultados se llevo a la interpretacion
por la OMS especificada para preparaciones farmacéuticas.

* |Inductivo: Se procesO los ocho puntos de muestras de
superficie, que se evalu6 a través del control microbiolégico
para concluir, si la contaminacién microbiologica, cumple
dentro de los limites indicados por la OMS.

» Deductivo: Porque se interpretd de acuerdo a la
especificacién establecida por la Organizacién Mundial de
la Salud y se dedujo la aplicacion de la misma en
representacion de los resultados.,

= Descriptivo: Se describio la toma de muestra por el método
de hisopado y el método de recuento en placa de acuerdo
a la USP 35 establecida, y finalmente se determind el
recuento microbiano (UFC/cm?) de la cabina de flujo

laminar.
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» Cuantitativo: Porque los datos microbiologicos obtenidos se

procesaron a través del método de recuento en placa.

3.1.2 Técnica

» Cuantitativa para el recuento en placa por el Método
Rapido en Placa Petrifilm aprobados por la AOAC, que se
realiz6 el recuento en placa donde se cuantificé las
unidades formadores de colonias (UFC), que fueron
recolectadas por la técnica de hisopado en una superficie
de 25cm? delimitada en cada punto critico. Para determinar
el recuento microbiano (UFC/cm?) presente en la cabina de
flujo laminar, tal como se muestra en el Anexo N°2:
a. Aerobios mesdfilos.

b. Mohos y levaduras.

3.1.2 Disefio

* No experimental: Porque en el estudio del control
microbiolégico de la superficie de la cabina de flujo no se
manipularon las variables dependientes e independientes.

» Transversal: Se realiz6 el control microbiolégico de
superficie de la cabina de flujo laminar donde se realizaron
dos muestreos por dos dias y se analizaron en el
laboratorio de microbiologia durante el mes de Agosto para

determinar la carga microbiana (UFC/cm?).

3.2 Poblacion y Muestreo de la Investigacion
3.2.1 Poblacion

Cabina de Flujo Laminar del Area de Laboratorio de Farmacia

de Produccion.



3.2.2 Muestra

Las muestras se colectaron durante dos dias, después de
realizar la limpieza y sanitizacion de la superficie de la cabina
de flujo laminar y fueron elegidas aleatoriamente, 4 puntos
criticos (P1, P2, P3, P4), siendo un total de 8 muestras

recolectadas, en este estudio.

3.3 Variables de la Investigacién

Variable Independiente (X)

VARIABLE INDICADORES
INDEPENDIENTE (X)

Cabina de Flujo Laminar. Superficie en cm?

Variable Dependiente (Y)

VARIABLE INDICADORES
DEPENDIENTE (Y)

Mohos y levaduras
Evaluacion (UFC/cm?).
Microbioloégica.

Aerobios mesofilos.
(UFC/cm?).

3.4 Técnicas e Instrumentos de Recolecciéon de Datos
3.4.1 Técnica

a. Toma de muestra

Técnica de Hisopado, es usada para muestrear superficies
regulares, tal como se muestra en la Foto N°2. Se tomo un
hisopo estéril, el cual fue humedecido con agua peptonada
(medio de transporte); con la ayuda de una plantilla estéril
de 25cm? se pasd el hisopo sobre la superficie a

muestrear, en direccion horizontal y vertical, en cinco
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puntos diferentes; finalmente, se llevd el hisopo
nuevamente al tubo (se rompié la punta del hisopo que tuvo

contacto con los guantes antes de tapar el tubo).

FOTO N° 2: HISOPADO DE LA SUPERFICIE

FUENTE: Elaboracion Propia

Se agita vigorosamente durante 10 segundos, tal como se
muestra en la Foto N°3 y se almacenaron las muestras
en la caja termoaislante (2-8°C), para transporte al
laboratorio de  microbiologia para el analisis

microbiolégico.

FOTO N° 3: MUESTRAS DE HISOPADO

FUENTE: Elaboracion Propia
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b. Analisis Microbioldgico
b.1 Siembra:

Se agit6 el tubo que contiene el hisopo (vortex) y se
inoculd 1ml de muestra recolectada, directamente a

la Placa Petrifiim 3M, tal como se muestra en la Foto
N°4.

= Mohos y levaduras.

= Aerobios mesofilos.

FOTO N° 4: SIEMBRA DE LA MUESTRA

FUENTE: Elaboracion Propia

b.2 Incubacioén:

Se llevaron a incubacion a estufa a temperatura
requerida para el crecimiento microbiano, tal como
se muestra en la Foto N°5:

= Mohos y levaduras: se incubaron a 25+/- 1°C x 5
dias.

= Aerobios mesofilos: se incubaron a 35 +/- 1°C x 2
dias.
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Segun la especificacion de la AOAC propio del
método.
FOTO N° 5: INCUBACION DE LAS MUESTRAS

FUENTE: Elaboracion Propia
b.3 Recuento en Placa:

Se realizé el conteo de colonias, tal como se
muestra en la Foto N°6, y se aplicé la siguiente
formula segun la AOAC:

UFC/cm? = 10 x N° colonias/25cm?

FOTO N° 6: LECTURA DE LAS PLACAS

FUENTE: Elaboracioén Propia.
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3.4.2 Instrumentos

a. Materiales y equipos

Pipetas volumétricas.

Mechero bunsen.

Plantillas 25cm2.

Hisopos estériles.

Tubos de ensayos con tapa rosca.
Incubadora.

Contador de colonia.

Contenedor isotérmico.

Alcohol 70°.

Papel de aluminio.

b. Medios de cultivos

Placas Petrifilm 3M: Mohos y levaduras.
Placas Petrifilm 3M: Aerobios Mesofilos.

Agua Peptonada (Merck Millipore).
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CAPITULO IV

PRESENTACION, ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

4.1 Resultados

La cabina de flujo laminar se dividié en cuatro cuadrantes: 1, 2, 3y 4,
que fueron considerados como puntos criticos de muestreo, tal como

se muestra en el Anexo N°3.
4.1.1 Recuento de aerobios mesofilos

= En el primer muestreo de la cabina de flujo laminar se
obtuvo < 0.4UFC/cm? pero en el punto critco 3, se
determind, 14UFC/cm?, tal como se muestra en el Anexo
N°4.

* En el segundo muestreo de la cabina de flujo laminar se
obtuvo < 0.4UFC/cm?.

Los resultados del primer muestreo demuestran en la superficie
de la cabina de flujo laminar, hay mayor contaminaciéon por
microorganismos de aerobios mesdfilos, tal como se describe

en el Anexo N°5.
4.1.2 Recuento de mohos y levaduras

» En el primer muestreo de la cabina de flujo laminar se
obtuvo < 0.4 UFC/cm?.
= En el segundo muestreo de la cabina de flujo laminar se

obtuvo < 0.4UFC/cm?, tal como se muestra en el Anexo N°6.

Los resultados de los muestreos demuestran, en la superficie
de la cabina de flujo laminar no estd contaminada por
microorganismos de mohos y levaduras, tal como se describe

en el Anexo N°7.
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4.2 Analisis e Interpretacién de Resultados

Aerobios mesoéfilos

GRAFICO 2: COMPARACION DE RECUENTO DE AEROBIOS
MESOFILOS EN LA SUPERFICIE DE LA CABINA DE FLUJO LAMINAR
REALIZADOS, AGOSTO 2016.
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FUENTE: Elaboracion Propia

» Segun la Organizacién Mundial de la Salud sobre especificacién
de preparaciones farmacéuticas, los limites de contaminacién
microbiana presente en la cabina de flujo laminar, clasificada
como grado A, se especifica que debe ser menor de 1UFC/cm?,
como limite recomendado.

= En el Gréafico N°2, se muestra una alta contaminacion de aerobios
mesofilos del punto critico 3 del primer muestreo, la
contaminacion probablemente podria deberse a fuentes posibles
de contaminacion como el ingreso de materiales y/o la
inadecuada limpieza y sanitizacion pudiendo contaminar el
proceso de encapsulado, reduccion de dosis y fraccionamiento de
los medicamentos que se elaboran en la cabina de flujo laminar

del Hospital Nacional Guillermo Almenara Irigoyen.




Mohos y levaduras

GRAFICO 3: COMPARACION DE RECUENTO DE MOHOS Y LEVADURAS EN
LA SUPERFICIE DE LA CABINA DE FLUJO LAMINAR REALIZADQOS,
AGOSTO 2016.
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FUENTE: Elaboracién Propia

En el Gréafico N°3, se demuestra que no hay contaminacion por
mohos y levaduras en los dos muestreo aleatorios realizados, lo cual
indica que puede deberse a que la superficie de la cabina de flujo
laminar, se encuentra limpia y sanitizada.
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DISCUSION

Los resultados obtenidos de los cuatro puntos criticos aleatorios
seleccionados de la superficie de la cabina de flujo laminar del Laboratorio
de Farmacia de Produccion del Hospital Nacional Guillermo Almenara
Irigoyen se compararon con los limites de contaminacion indicados por la
Organizacion Mundial de la Salud sobre especificacion de preparaciones
farmacéuticas, luego de la limpieza y sanitizacion, clasificada como grado

A en este estudio.

Los limites de la contaminacion microbioldgicos recomendados por la
OMS se encuentran expresados en UFC/placa de contacto de 55 cm de
diametro, lo cual tiene un &rea equivalente aproximada de 25cm? Lo
anterior se ve demostrado por la USP donde menciona que no presenta
diferencia significativa entre ambos métodos de muestreo. Por lo cual se

empled el método de hisopado en el presente trabajo.

En el presente estudio se reporté contaminacién microbiolégica con un
recuento de 14UFC/cm? de aerobios mesdfilos, indicando que no cumple
dentro de los limites de la OMS, siendo este punto un resultado
desfavorable que aumenta el riesgo de que ocurriera contaminacién a los
medicamentos que se procesan en la superficie de la cabina de flujo
laminar del Hospital Nacional Guillermo Almenara Irigoyen. Lo anterior se
ve soportado de los resultados obtenidos, en la investigacion realizado
por Charry N. y Gémez L. (2016), en un Laboratorio de Microbiologia
Farmacéutica. Brasil, reportaron, que no hay riesgo de contaminacion
cruzada en la cabina de flujo laminar por microorganismos mesofilos
aerobios, se hallaron recuentos menores 1UFC/cm?, luego limpieza y
desinfeccidn, lo cual demostré que la carga microbiana de la superficie fue
baja, pero en algunos casos se observo crecimiento microbioldgico luego
de aplicar el desinfectante, conllevando aumentar la frecuencia del
proceso de desinfeccion en la superficie, por lo cual se ejecutd medidas

correctivas donde se obtuvieron resultados efectivos y se control6 el nivel
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de contaminacion microbiolégica en la cabina de flujo laminar, durante la
realizacion de las pruebas analiticas, aumento la confiabilidad de los

resultados emitidos.

El presente estudio se determind la contaminacion microbiologica con
recuentos menores de 1UFC/cm? de mohos y levaduras, cumple dentro
de los limites de la OMS, siendo estos resultados satisfactorios,
disminuyendo el riesgo de contaminacion a los medicamentos que se
procesan en la superficie de la cabina de flujo laminar del Hospital
Nacional Guillermo Almenara Irigoyen. Concordando con el estudio de
Sousa Carréra J, et col. (2010), en un Hospital de referencia en el
tratamiento de Cancer en el Estado de Para en Brasil, se hallaron
recuentos de 1UFC/cm? de hongos filamentosos, durante la preparacion
de los medicamentos que se procesan en la cabina de flujo laminar Clase
2Bll, indicando que hay crecimiento microbiano demostrando el riesgo de
la contaminacién que pueda comprometen durante el proceso de
manipulacion de los medicamentos estériles, ademés, el limite de
contaminacion de los hongos filamentosos, no se encontraron dentro de
los limites sugeridos por la Convencion de Inspeccién Farmacéutica (PIC),
debido a que son éareas clasificadas como grado A, que deben ser

menores de 1UFC/cm?, como limite deteccion.
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CONCLUSIONES

Los resultados del estudio permiten concluir que:

» De forma general se puede concluir que la determinacion de la
contaminacion microbiolégica de la cabina flujo laminar del Laboratorio
de Farmacia de Produccién del Hospital Nacional Guillermo Almenara
Irigoyen no cumplen dentro de los limites de la OMS, luego de haberse
realizado el proceso de limpieza y sanitizacion, de acuerdo a lo
establecido por las BPM y la OMS.

= El recuento microbiano de mohos y levaduras en unidades formadoras
de colonias (UFC/cm?), en la superficie de la cabina de flujo laminar de
la superficie de la cabina de flujo laminar del Hospital Nacional
Guillermo Almenara Irigoyen, cumplen dentro de los limites indicados
por la OMS porque se determind, la carga microbiana menores de

1UFC/cm?, lo cual indica que el area esta clasificada como grado A.

= El recuento microbiano de aerobios mesofilos en unidades formadoras
de colonias (UFC/cm?), en la superficie de la cabina de flujo laminar de
la superficie de la cabina de flujo laminar del Hospital Nacional
Guillermo Almenara Irigoyen, no cumplen dentro de los limites
indicados por la OMS, debido a los resultados encontrados excedieron
la carga microbiana de 14UFC/cm? lo cual indica un aumento del
riesgo de contaminacion de los medicamentos.
Finalmente se demuestra que se debe de realizar las medidas
correctivas para prevenir la contaminacion de los medicamentos, que

se procesan en la superficie de la cabina de flujo laminar.



RECOMENDACIONES

De los resultados obtenidos de la metodologia aplicada, en el presente

trabajo se recomienda:

» Realizar capacitaciones al personal y a los practicantes de farmacia y
bioquimica que pasan por el servicio de las preparaciones de
medicamentos, sobre el procedimiento de limpieza y sanitizacion de la
cabina de flujo laminar adecuadamente, antes y después de la

preparacion de medicamentos.

= Concientizar y hacer cumplir correctamente el procedimiento de
limpieza y sanitizacion antes y después de la elaboracion de los
medicamentos, los materiales que ingresan a la cabina de flujo laminar,

para evitar alguna contaminacion futura.

* Incrementar la frecuencia de los procesos de limpieza y sanitizacién en
la superficie de la cabina de flujo laminar para evitar que el area de
trabajo donde se realizan las preparaciones farmacéuticas sean

reservorios de microorganismos.

* Implementar un programa de vigilancia microbiolégica de la cabina de
flujo laminar para garantizar, la calidad microbiolégica durante la
preparacion de los procesos de encapsulados, reduccién de dosis y
fraccionamiento de los medicamentos del Servicios de Laboratorio de
Produccion de Farmacia del Hospital Nacional Guillermo Almenara

Irigoyen.
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MATRIZ

DE

ANEXOS
ANEXO N°1

CONSISTENCIA

Titulo del Proyecto de Tesis: Control Microbiolégico de Superficie en la Produccion de Medicamentos.
Autor: Edith Vanessa Cardenas Ramirez.

PROBLEMA OBJETIVO GENERAL HIPOTESIS GENERAL TIPO Y NIVEL METODO Y VARIABLES POBLACION Y
GENERAL DE DISENO DE MUESTRA
INVESTIGACION INVESTIGACION
¢;Cudl sera el limite de
la contaminacién La contaminacién Variable Independiente (X)
microbiolégica Determinar la contaminacién microbiol6gica de la | Tipo de | Método de Poblacién:
indicados segun la OMS icrobioléaica de | ficie de | superficie de la cabina de | Investigacion: Investigacion: X: Cabina de flujo laminar.
que cumpla la mlg_ro '3 Of?'(.:al ela suger icie de a flujo laminar del Hospital Cientifico Cabina de Flujo
superficie de la cabina Icoas I?l’?nitZs uijnodigggg:r g,a‘f;eg,ﬁsa Nacional Guillermo Almenara | Aplicada Inductivo Indicadores: Laminar del éarea de
de flujo laminar donde donde se elab'ca)ran Ioé Irigoyen cumpliran dentro de | De Campo Deductivo ’ Laboratorio de
se elaboran los medicamentos del Laboratorio de los limites indicados por la Descriptivo X1 superficie en cm? Farmacia de
medicamentos del Farmacia de  Produccion  del Organizacion Mundial de la Cuantitativo Produccion
Laboratorio de Hosbital Nacional Guillermo Salud, Agosto 2016.
Farmacia de Produccion Al P Iri AQosto 2016 Hipotesis Secundarias Nivel de
del Hospital Nacional menara frigoyen, Agosto ’ H.S.1: El recuento | Investigacién: Disefio de Variable D di %
Guillermo Almenara microbiano de mohos vy Investigacion: anlzlelz Bepenelaniz 09
Irigoyen, Agosto 20167? Objetivos Especificos levaduras en unidades | Descriptiva . L. . s
O.I%.l: Deter?ninar el recuento de | formadoras de colonias No experimental PUlealbRIne el e Se e Muestra:
mohos y levaduras en unidades | (UFC/cm?), cumpliran dentro Transversal indicad . Superficie de la
formadoras de colonias (UFC/cm?), | de los limites indicados por ndicadores. Cabina de Flujo
en la superficie de la cabina flujo | la Organizacion Mundial de . Laminar.
laminar del Hospital Nacional | la Salud. E(L}.FC/cmg)hos y levzauiEs
Guillermo Almenara Irigoyen. X Acralies
H.S.2: El recuento 2 il Jem?
O.E.2: Determinar el recuento de | microbiano de aerobios mesofilos.(UFC/cm®)
aerobios meséfilos en unidades | mesdfilos en unidades
formadoras de colonias (UFC/cm?), | formadoras de colonias

en la superficie de la cabina flujo
laminar del Hospital Nacional
Guillermo Almenara Irigoyen.

(UFC/cm?), cumpliran dentro
de los limites indicados por
la Organizacion Mundial de
la Salud.
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ANEXO N°2

FLUJOGRAMA DEL ANALISIS MICROBIOLOGICO DE LA CABINA DE FLUJO
LAMINAR

‘ Toma de muestra '

Plantillas Método de
25cm? Hisopado

Andlisis microbioléﬂico‘

Siembra en Placas
Petrifilm

Muestra de '
Aerobios Mohos y
mesofilos levaduras

Incubar a 0
35°C+/- 1°C X Incr?gr a52§ C+/-
2 dias x> dias

v

‘ Recuento expresado en'
2

FUENTE: Elaboracién Propia
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ANEXO N°3

DISTRIBUCION Y UBICACION DE LA CABINA DE FLUJO LAMINAR

CABINA DE PREPARACION
DE UNIDOSIS

‘ FLUJO LAMINAR

=

LN

13INOVNY

AREA DE SOLIDOS Y LN
SEMISOLIDOS

MESA
‘ LAVADERO I \

CABINA DE FLUJO LAMINAR

PUNTO 4 PUNTO 3 PUNTO 2 PUNTO 1

FUENTE: Elaboracién Propia
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ANEXO N°4
RECUENTO DE AEROBIOS MESOFILOS EN PLACAS PETRIFILM

FUENTE: Elaboracion Propia.

Segun la USP, por la técnica de hisopado describe la formula para hallar en UFC/cm?:

UFC/cm? = 10 x N° colonias / 25cm?

UFC/cm? = 10x 35UFC/25¢cm?
UFC/cm? = 14UFC/cm?

Placas Petriflm 3M de aerobios mesofilos, presentan un indicador 2,3,5
tricloruro de trifeniltetrazolio (TTC) que se asocia con la enzima
deshidrogenasa de la membrana de las bacterias y los iones hidrégenos se
liberan reduciendo 2,3,5 tricloruro de trifeniltetrazolio (TTC), coloreando las

colonias de color rojo.
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ANEXO N°5

RECUENTO DE AEROBIOS MESOFILOS EN LA CABINA DE FLUJO

LAMINAR.

Cabina de Flujo Laminar

Puntos P1 P2 P3 P4 Media(x)

Primer

muestreo | < 0.4UFClcm® | < 0.4UFC/cm® | 14UFC/cm? < 0.4UFC/cm? | 3.5UFC/cm?

Segundo

muestreo | < 0.4UFClcm® | < 0.4UFC/cm® | < 0.4UFClcm’® | < 0.4UFC/cm® | < 0.4UFC/cm’
FUENTE: Elaboracién Propia

Leyenda

La cabina de flujo laminar se dividié en cuatro cuadrantes para la toma de muestra:
P1: Cuadrante N°1 de la derecha.
P2: Cuadrante N°2 del centro.
P3: Cuadrante N°3 del centro.

P4: Cuadrante N°4 de la izquierda.
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ANEXO N°6
RECUENTO DE MOHOS Y LEVADURAS EN PLACAS PETRIFILM

63 A Wi

Fuente: Elaboracion Propia

Segun la USP, por la técnica de hisopado describe la férmula para hallar en UFClcm?:

UFC/cm? = 10 x N° colonias / 25cm?

UFC/cm? = 10x 1UFC/25¢cm?
UFC/cm? = 0.4UFC/cm?

Placas Petriflm 3M de mohos y levaduras presentan agar infusion de
corazébn de Sabouraud “Sabhi’, dos antibidticos (clorotetraciclina y
cloramfenicol) y un indicador, 5-bromo-4-cloro-3-indoxil-fosfato (BCIP) que
provoca una precipitacion azul en presencia de fosfatasa. Esta enzima es
producida por hongos y levaduras en la mayoria de los casos. Los mohos

presentan un foco en el centro de la colonia azulada.
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ANEXO N°7

RECUENTO DE MOHOS Y LEVADURAS EN LA CABINA DE FLUJO LAMINAR

Cabina de flujo laminar

puntos Punto 1 Punto 2 Punto 3 Punto 4 Media(x)
Primer

muestreo | < 0.4UFC/cm® | < 0.4UFClcm’ 0.4UFC/cm? < 0.4UFC/cm? | < 0.4UFC/cm?
Segundo

muestreo | < 0.4UFC/cm® | < 0.4UFClcm® | < 0.4UFClcm” | < 0.4UFClcm’ | < 0.4UFC/cm’

FUENTE: Elaboracion Propia

Leyenda

La cabina de flujo laminar se dividio en cuatro cuadrantes para la toma de muestra:
P1: Cuadrante N°1 de la derecha.

P2: Cuadrante N°2 del centro.

P3: Cuadrante N°3 del centro.

P4: Cuadrante N°4 de la izquierda.



