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cAPITULO I



INTRODUCCION
1.1 Planteamiento del problema
Por décadas se ha encontrade que los microorganismos gque estan
en el medio ambiente juegan un papel importante en la
contaminacién de productos farmacéuticos, Esta contaminacién
puede afectar las preparaciones farmacéuticas en muy diferentes
formas.
Ciertos microorganismos 1lipoliticos, tales como los géneros
Aspergillus y Cladosporium asi como especies de los géneros
Pseudomona y Serratia; pueden descomponer las emulsiones de
aceite-agua y metabolizar los &cidos grasos y glicerina dando
como resultado una acidificacién y proveocar un sabor y olor
desagradable, asi como una decoloracidn del producto. (1)
Los polisacdridos que se usan para aumentar la- viscosidad de
las preparaciones farmacéuticas, pueden ser despeolarizados por
muchas especies de microorganismos, causando cambios en 1la
viscosidad. (1,2)
Las especies del género Pseudomona Y Acinetobacter pueden
degradar los conservadores. Algunas especies del género--
cladogporium pueden hidrolizar el preservativo ----
o-metil-p-hidroxibenzoico, cuyo rendimiento es inefectivo.
Las especies del género Pseudomopa y Corynebacterium son
capaces de degradar la atropina en las gotas oftdlmicas. La
hidrocortisona puede. ser transformada por cientos de especies

del ‘género Pseudomona, Enterobacter y Cladosporium, perdiendo

su potencialidad. (1) Por dltimo, la biodegradacién de -~



ingredientes pueden encaminar la formacién de lipopolisacéridos
téxicos, pirogénicos y alergénicos. (10) El personal gque
trabaja en las diferentes dreas de produccién, no puede estar
totalmente libre de microorganismos, por lo que es necesario
seguir programas de sanitizacién para mantener asépticas las
4reas de trabajo.

El 20% de la flora normal de la piel estd localizada en los
canales foliculares, que no pueden ser desinfectades -por los
procedimientos usuales; estos microorganismos son los
responsables del reestablecimiento de la flora superficial de
la piel después del tratamiente de desinfeccién de la misma, La
epidermis de las personas constantemente desprende----
microorganismos al medio y conforme aumenta la actividad de las
personas la liberacién de microorganismos serid wmayor. (8)
Ademés de la contaminacién por microorganismos originada por el
personal, los sistemas de aire acondicionado, la maquinaria y
los materiales, contribuyen a la contaminacién ambiental. {17}

con el fin de reducir las posibilidades de contaminacién de los
medicamentos gue no pueden esterilizarse en su fase final, es
necesario llevar a cabo un muestrec ambiental de rutina durante
el proceso de manufactura para poder detectar una contaminacién
microbiana y establecer las medidas apropiadas para su control.
El avaliioc de los lImites microbianos en el ambiente, durante
la manipulacién del principio activo del medicamento, es

considerado uno de los puntos mis importantes en el proceso de



control de calidad. Esto es aconsejable no sélo para determinar
el namero de unidades formadoras de colonias por metro clbico-~
en el aire (UFC/rP) sino para hacer también una identificacién
primaria de los grupes microbianos presentes. Es por eso gue se
debe considerar el emplear medios de cultivo adecuados en los
gue se desarrollen diferentes grupos de microorganismos y asi
especificar la contaminacién microbiana en el ambiente de las
diversas areas de una planta farmacéutica y tomar las medidas
necesarias para eliminar y/o disminuir las principales fuentes
de contaminacién. (1,5}

1.2 Objetivo

Evaluar la eficiencia de un método mecénico de muestreo
ambiental, en comparacién con el método convencional de
exposicién de cajas petri, en la determinacién de la calidad
microbiolégica del aire ambiental en el area de produccidén de
soluciones orales (jarabes) de una planta farmacéutica.

1.3 Hipbtesis

Ripétesis Nula (Ho)

La eficiencia de un método mecidnico de muestreo ambiental --
( A ), en comparacién con la del método convencional de
exposicién de <cajas petri ( B ), es la misma en la
determinacién de la calidad microbiolégica del aire en una

planta farmacéutica.



Hip&tesis Alterna (Ha) '

La eficiencia de un método mecadnico de muestreo ambiental--
{ A ), en comparacién con la del método convencional  de
exposicién de cajas petri ( B ), es mejor y mas efectivo en la
determinacién de la calidad microbiolégica del aire en una--

planta farmacéutica.



CAPITULO II



ANTECEDENTES

2.1 Fundamentos del programa de monitoreo microbiolédgico
ambiental

Existen diversos contaminantes bioclégicos en el ambiente de las
dreas de produccién criticas y controladas (estériles y no
estériles); entre los mds frecusrtes estadn: bacterias, hongos,
virus y rickettsias. Su tanafio varia de 10 micras a varios
milimetros. Siendo microorganismos vivos, se reproducen Yy
sobreviven bajo diferentes condiciones y ambientes. Algunos
secretan materiales mucilaginosos que los protegen de los
desinfectantes y los ayuda a adherirse a los materiales, otros
secretan sustancias téxicas, crean formas de resistencia y
soportan el agua a ebullicién, sequedad, agentes quimicos, etc.
con el fin de mantener la calidad del producto, el ambiente
inmediato aAI lugar donde se realizan las operaciones debe ser
de O6ptima calidad. Por eso es necesario conducir un programa
rutinario de monitorec microbiolégico ambiental, para controlar
el grado de contaminacién en el ambiente. (6)

El aire debe tener una alta calidad microbiana. En el primer
tipo de area conocida como critica, los productos, recipientes
y dispositivos de cierre esterilizados, est&n expuestos al
medio ambiente. Las actividades que se desarrollan en la misma
incluyen proceso de los productos esterilizados antes y durante
las operaciones de envasado y sellado. El aire en esta &rea
debe tener una alta calidad microbiana. Una incidencia no mayor

a 1 UF(:/m3 se considera aconsejable. (5,6,11)



En la segunda 4rea de estudio conocida con el nombre de
controlada, es importante vigilar el ambiente en donde se
prepara el producto no esterilizado, los materiales en proceso,
el recipiente con su dispositivo de cierre y las 4reas donde se
mezclan los componentes que se exponen al ambiente de la planta
farmacéutica. (5,6,11)

Este ambiente débe tener upa alta calidad wmicrobiana y de
particulas. El1 aire de las &reas controladas es aceptable si
tiene un conteo de particulas por metro cibico no mayor de
100,000, el tamafio puede ser mayor o igual a 0.5 micras en
cuanto a la calidad microbiana, se acepta una incidencia no
mayor de 50 UFC por metro ctbico. {5,6,11)

El programa de control microbiolégico debe considerar 1los
siguientes puntos:

a) Un disefio faAcil y completo del programa de mantenimiento

b) Existencia de sistemas que documenten el programa

c) Validacién de los procedimientos de descontaminacién

d) Uso de procedimientos de contreol confiables

e

Practicas adecuadas de manufactura

£} Existencia de &dreas afectivas con acceso a los controles

g) Adiestramiento del personal gque participe en el programa

h) Control de calidad en equipos y materiales.

Las dreas involucradas en el programa, deben brindar apoyo a

los puntos anteriores. (7)



La vigilancia microbiolégica es un método utilizado para
evaluar la efectividad de los controles en el ambiente -de
manufactura, por lo que un programa orientado a la evaluacién
del ambiente microbioldgico con procedimientos f&ciles,---
auxilia a los programas de esterilizacién para productos
terminados tales como; inyectables y productos no estériles
entre los que se encuentran; soluciones, tabletas,
encapsulados, supositorios, etc.

El programa de monitoreo microbiclégico ambiental, debe
incluir; sistemas de control, aire, materiales y equipo a
utilizar, personal vy agua. (7)

2.2 pefiniciones del programa

Las definiciones mds importantes del programa son las
siguientes: (7,12) ’

a) Niveles ae alerta : cuando los niveles de calidad microbiana
exceden ligeramente, los par&metros ambientales establecidos,
son sehal de que las condiciones de operacién rebasan
potencialmente los limites, sin embargo ésto no implica llevar
a cabo una accién correctiva, pero obliga a realizar un
monitoreo mds cerrado que el esténdar.

b) Niveles de accién : Cuando los niveles de calidad microbiana
exceden los parametros ambientales, son sefial de que las
condiciones de operacién rebasan los limites establecidos y se
requiere de accién inmediata. (ver tabla 1)

Los niveles de alerta y accién son usualmente obtenidos a =~=~-



LTABLA 1:  ACCIONES CORRECTIVAS A SEGUIR EN DIFERENTES SISTEMAS QUE PUEDEN ACTUAR |

Sistemas
a) Aire comprimido (estéril sobre presién
del aire)

b) Superficies (areas de llenado)

c) Aire ambiental de las diferentes areas

d) Personal (impresiones digitales del
operador de los procesos de esterilizacién)

©) Agua (agua destilada y recirculacién)

COMO FUENTE DE CONTAMINACION MICROBIANA

lnves!lgaclén sobre poslbles acciones “correctivas
Repetir la prueba inmediatamente
Realizar tincién de gram a las colonias microbianas
Sustituir el filtro de aire cuando ha sido confirmado el reanalisis
Revisar los datos recientes de los mismos sitios y los subsecuentes
resultados ae monttoreo aprovechables

Buscar el posible origen

Evaluar las practicas de descontaminacion

Checar en forma discontinua durante los procesos de manufactura
Examinar fas areas durante su empleo

Determinar si los controles estan evaluados

Revisar €l riesgo del contacto con ef producto

Determinar la sensibilidad de aislamiento de desinfectante cuando
es usado

Checar si los microorganismos son los mismos en las diferentes
pruebas

Revisar el nivel de actividad del personal
Inspeccionar el aire que proviene de los filtros
Revisar los procedimientos de sanitizacion
Checar las dreas de diferentes presiones
Revisar el riesgo del producto

Revisar los datos de las pruebas de esterilidad
Identificar los diferentes tipos de colonias microbianas
Evaluar el entrenamiento del operador

Esaminar tos datos de las pruebas de endotoxinas en el sistema de
agua

Checar los procedimientos de sanitizacion
Inspeccionar los sistemas preventlvos

FUENTE: Tomado del reporte anual de [a Asoclaclon Farmacedtica

Americana 1980.




través de los datos estadisticos.

c) Procesos de manufactura : Las medidas de las operaciones de
manufactura incluyen el manejo Yy examen de materiales,
procesamiento de los productos, formulacién y fabricacién,
lienado de productos y empaque & acondicionamiento.
d) Parémetros de control de los procesos : Estas medidas y
condiciones estdn asociadas con los procesos de manufactura,
los cuales tienen un potencial de impacto sobre la identidad,
validez, calidad y pureza del producto. Ejemplos de é&stos
pardmetros de interés son los procesos de desaglie, peso,
voluimenes, temperatura y presién.

e) Par&metros de controles ambientales : Estas medidas y
condiciones estdn asociadas con la facilidad y equipo empleado
durante el proceso de manufactura ya que tienen un impacto
potencial en la identidad, validez y calidad del. producto.
Entre los pardmetros importantes estd el flujo de aire,
presiones, materiales, «corrientes de aire del personal,
temperatura, humedad relativa y el cargamento de sustancias
con particulas viables y no viables.

f) Envasado aséptico : Es un proceso a través del cual el
medicamento es esterilizado separadamente y empacade usando
contenedores estériles y cerrados en un ambiente aséptico.

(7, 12)



2.3 Procadimjentos de vigilancia

Para realizar 1los procedimiontos de vigilancia se pueden
obtener datos importantes en las practicas adecuadas de
manufactura. El personal gque supervise el programa ambiental
debe ser competente en la disciplina cientifica y tener
autoridad asi como un entrenamiento apropiado, en 1lo que
respecta al eqguipo gue se use durante las prucbas, debe estar
calibrado y previamente preparado, as{ mismo los procedimicntos
a realizar deberin estar por escrito y ser seqguidos. Los
niveles de alerta y accién estardn basados en las &reas
individuales de examinacién, no obstante, sélo una puede
elegirse como especifica para permitir el mayor nGmero de
muestreos en una &rea/sistema para un muestreo periddico. El
establecimiento apropiado de los niveles de acéibn o alerta y
los sistemas para monitoreo. (7,12)

Para ejecutar el programa microbiolbgico ambiental, debe estar
documentado el sistema en el lugar a examinar, mismo que se
encuentra en condiciones fuera de control, paralelamente deben
verificarse los mecanismos de alimentacién con la finalidag de
tomar una decisién exacta. Es importante destacar que una Zona
que se encuentra fuera de control, requiere de una
investigacién para determinar las causas de lo que est4 pasando
Yy que se debe hacer para resolver la deficiencia. (5,7)

Para que exista consistencia en el tratamiento de los niveles
de alerta y accién, es indispensable qgue se efectide una

investigacién légica que origine medidas correctivas, ademds --



todos - &stos pasos deben estar preescritos, como se muestra en
la tabla I.

Las metodologias seguidas durante las pruebas de muestreo son
parte importante en los programas ambientales, cada método
seleccionado como procedimiento de rutina debe ser validado, 1la
razén para ello es que los procedimientos son caminos de
control sobre los niveles de contaminacién.

2.4 Niveles de alerta y accién

Los diferentes niveles de alerta y accién estidn basados en
distintas publicaciones y se presentan en la tabla 2.

Cada industria puede establecer sus niveles de alerta y accién
en caso de utilizar la metodologia microbiolbgica tradicional
la cual estd basada en los principios de la microbiologia. (7)
2,5 Pruebas microbioldgicas para determinacién dei aire
anbiental

Los contaminantes microbianos ambientales  aparecen en
partfculas s6lidas o liguidas, dichas particulas estén
constituidas en. células individuales, una caracteristica
importante en los microorganismos es que pueden adherirse a las
particulas del polvo 6 estar suspendidos en el aire. (1)

La determinacién total de particulas debe emplearse para
efectuar el monitoreo de la calidad ambiental del aire durante
el proceso de manufactura de medicamentos, lo anterior en
virtud de gue es viable la contaminacién del aire, 1o cual debe

ser tomado en cuenta. (20)



Tabla 2: Niveles de alerta y accién para diferentes
sistemas que pueden actuar como fuentes de infeccion

istema ' Niveldealetad Documento de
accidn referencia
" e Aire ambiental en reas o 0.1 UFC viable por metro e NASA5340.2 212222
de produccion clbico propuesto LVP GMP
e Aire « 0.1 UFC viable por metro e NASAS5340.2 212222
comprimido cubico en los puntos de uso propuesto LVP GMP
e Agua para inyectables o 30 UFC/mi o USP X
e Agua para inyectables + 10 UFC/100 ml e 212225 proposicion LVP

GMP regulaciones

i
i

) - —

FUENTE: Tomado del reporte anual
de la Asociacion Farmacéutica
Americana 1990,



El propésite de realizar el monitoreo ambiental en 1la
produccién de medicamentos, tiene los siguientes objetivos:
a) Facilitar la determinacién de los contaminantes que pueden
estar sobre las superficies, b) La forma en que se lleva a
cabo el trabajo y c) El posible mal funcionamiento de las
sistemas de aire.

Existen varios  métodos para determinar el nivel ge
contaminacién ambiental, entre ellos se encuentran el de
impactacién sobre superficies sélidas, incidencia de liquidos,
filtracién, sedimentacién, centrifugacién, precipitacién----
electrostatica y térmica. (6,7,11,12)

La técnica més comGn es -la de sedimentacidén. Esta se lleva a
cabo por medio de la exposicién en algunos lugares estratégicos
y durante un tiempo determinado, de un niGmero de cajaé petri,
conteniendo medios de cultivo. Después se incuban, las cajas y
las colonias son contadas y los resultades son reportados como
colonias por caja por hora. Este método genera solamente un
indice cualitativo de los microorganismos suspendidos en el
ambiente. (17)

La prueba puede ser mas significativa, empleando la técnica
mecdnica de impactacidén sobre superficies sé6lidas. Este método
utiliza un aparato gque mwuestra una cantidad previamente
conocida de aire durante un periodo de tiempo. Los resultades
pueden ser reportados como el nimero de microorganismos en el
ambiente por metro cibico, é&ste método proporciona indices

cuantitativos de contaminacién ambiental. (6,7,14,17)
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Idealmente la captacibn de microorganismos que se encuentran en

el ambiente ut rando cualquier mé&todc deberfa ser 100%, =in
embarge, no se ccnoce un método en  que se pueda obtener
ese resultado, la razén para ello estd rfundamentada en la
pérdida de viabilidad de analisis de los ratodos. (16)

2.6 Muestreador de aire volumétrico Biotest/RCS

Ll examinador de aire Biotest/RCY, es un aparato portatil gue
sirve para realizar la estimaciéon del nuamere de ceoionias
formadoras por unidad de metro clUbico en un &rea determinada.
El aparato permite un examen peridédico de la calidad del aire
ambiental y los niveles de desarrollo microbiano dande
informacién necesaria para realizar programas de desinfeccién,
sistemas para tratamiento de aire y otros métodos de control
ambiental. Las caracteristicas del aparato, se pdeden observar

en la figura 1: (15)

Figura 1. Muestreador de aire volumétrico Biotest/RCS
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Es importante el empleo del muestreador dentro de .los
laboratorios en las operaciones de fabricacién de productos
farmacéuticos, lo anterior facilitarad la vigilancia sobre 1la
efectividad de los filtros de control ambiental en las zonas
eatériles y no estériles. (15)

2.6.1 ventajas del examinador

El examinador pesa solamente 1.5 kg., por lo cual es portétil,
emplea cuatro baterfas D para su funcionamiento. La velocidad
con la que aspira es de un volumen de 40 litros/minute y el
intervalo de duracién es de 30 segundos a 8 minutos. (15)

2.6.2 Principio de operacién

Trabaja a través del principio de impacto, la funcidn
del examinador es colectar microorganismos ambientales
cuantitativamente y sembrarlos en un medio de cultivo,
la muestré de aire es enviada dentro del sistema a una
distancia al menos de 40 cm. por medio del impulsor.
Esta accidén se puede observar en la figura 2 (15)

2.6.3 Caracteristicas del volumen

Debido a su principio de operacién y las propiedades
gebmetricas del cilindré centrifugo el muestreador tiene una
determinada capacidad en sus volumenes de muestra. Por. lo tanto
es necesario distinguir entre el volumen total de la muestra y
el volumen relevante para la separacéon de las particulas

{volumen de separacién}.
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El volumen de separacién por unidad de tiempo constituye 1la
base para el cilculo del nimero de organismos por volumen de
aire. (15)

2.6.4 Cuantificacidn de colonias

La cuantificaci6tn de colonias se determina a través del célculo
de UFc/if , UFc/1, UFC/£t® , de acuerdo a los datos gue Ee

reguieran, se emplean las siguientes férmulas:

1.- UFC/nP= colonias sobre el agar x 25

tiempo de muestreo

2.- UFC/1 = colonias sobre el agar

40 x tiempo de muestreo

3.- UFC/ft?= colonias sobre el agar x 0.708

tiempo de muestreo

UFC = Unidad formadora de colonias
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PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Diagrama General

Método A

Muestreo ambiental del drea .
i de soluciones (jarabes)

Método B

! Calibracién de! muestreador
volumeétrico Biotest/RCS

—
.

I

Tomar aire de! area en un l
tiempo de 8 minutos da fos |
puntos criticos y no criticos

I

Analizar las muestras
obtenidas para determinar
género y especie de las
bacterias presentes y el
género de los hongos

{ Exposicion de cajas petri con
;medio TSA en purtos criticos |

|
l

y no criticos por 30 minutos

J

Analizar las musstras
obtenidas para determinar el
género y especie de las
bacterias presentes en el
ambiente del &rea

-

{ Comparar resultados de *
los métodos Ay B

-——



3.1.1 Dlagrama
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especifico (Método A)

i

muestreador volumétrico
Biotest/RCS

| Calibracion semanal det ;

" Tomar muestra de are
,del 4rea de soluciones en’

puntos criticos y no
criticos

e e

Incubar las tiras de
cultivo durante 48 hrs. a
una temperatura de 352 C

—

]

¥
; Cuantificar colonias ;  Examen de la morfologia
totales de i colonial
microorganismos ‘

; Examen de
| morfologia

.

|

microscépica de las
colonias bacterianas

Calcular UFC/m3 |

Preservar en medios
selectivos

F

I

‘Montar pruebas qut’micasi

i

|

Identificar género y
! especie de bacterias y

L hongos

|
]

{Comparar los resultados

. obtenidos con respecto
al método B
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3.1.2 Diagrama

especifico {Método B) ‘ Exposicion de cajas petri

mediante cultivo TSA en |
puntos criticos y no
criticos

Incubar las cajas petri |
durante 48 hrs. a una
temperatura de 372 C

|
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colonial .

l |
{Cuantiiicar colonias ~ * Preservar en medios
| totales de [ selectivos :

microorganismos ‘ l ‘

l

Montar pruebas quimicas!

|

Identificar géneroy |
. especie de bacterias y
: hongos
Comparar resultados con
el método A

1

Examen de
morfologia
microscépica de las
colonias bacterianas



3.2 Material, reactivos y equipos

3.2.1 Material biolégico

- Cepas control de la Secretarfa de Salubridad y Asistencia
{ E._coli ATCC-25516 }[ P._aeruginosa ATCC-25619 ]

3.2.2 Material de laboratorio

- Cajas Petri 100 x 15 wm ({pyrex)

- Matraces Erlenmeyer 250 ml (pyrex)}

- Tubos de ensaye con tapén de rosca de 20 x 10 mm (pyrex)

- Pipetas graduadas de 1, 5y 10 ml

- Probetas graduadas de 10, 100 y 500 ml (pyrex)

- Termbémetro { 108C a 2509C )

3.2.3 Reactivos

- Equipo de tincién de Gram { $.S.A.)

- Alfa - Naftol (MERCK}

- Reactivo de Kovac’s (Té&cnica quimica)

Cloruro de sodio 6.5% (J.T.Baker}

- Hidroéxido de potasio 50% (J.T.Baker)

- Plasma comercial { B.B.L.}

- Perdxido de hidrdgeno 30% (J.T.Baker)

- Reactivo rojo de metiloc 0.1/500 ml (Técnica quimica)
- Discos de Novobiocina (Difco)

-~ Reactivo azul de metileno {Técnica quimica}

Nota: todos son de pureza de grado Reactivo.
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Medios de cultive

agar base sangre (Bioxen)

agar Mc.Conkey (Bioxon)

agar para Estafilococos no. 110 (Bioxon}

agar urea de Christensen (Bioxon)

agar citrato de Simmons (Bioxon}

agar cisté&na-tripticasa (Bioxon)

agar SIM ~ agar soya de tripticaseina (Bioxon)
agar de hierro de Klieger - agar manitol (Bioxon)
agar gelatina nutritiva {Bioxon)

agar rojo de metile (Bioxon)

agar Voges-Proskauer (Bioxon)

agar triple az@icar (Bioxon)

agar lisina-hierrc (Bioxon)}

agar Indol Nitrito (Bioxon)

agar nutritive (Bioxon}

caldo FK (DIFCO}

tiras de agar GK - A cuya superficie de drea es de 34 et
agar Eosina azul de metileno (Bioxon)

agar cetrimida (Bioxon)

Medio bésico OF (BBL).

Base de carboxilasa de Moller (Difco)

agar sal manitol {Merck)

agar dextrosa Sabouraud (Bioxon)
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3.2.4 Equipo

- Muestreador volumétrico de aire BIOTEST/RCS portdtil, gque
ayudard a la estimacién del nimero de unidades formadoras de
colonias por metro cibico.

- Microscopio 6ptico (Weiss/GERMANY}

- Incubadora {LAB-LINE IMPERIAL II)

~ Autoclave (COLE-PARMER)

-~ Tacbmetro (COLE-PARMER}

-~ Estufa {COLE-PARMER)

3.3 Metodologia

Para llevar a cabo este estudio comparativo se emplearon dos
métodos simultdneos con el fin de comprobar las hipétesis
planteadas.

El trabajo fué realizado en los Laboratorios Hormonma S.A de
C.V., para efectuar el estudio comparativo entre dos métodos se
hizo una seleccién de Areas productivas, siendo elegida el 4rea
de jarabes, ya gue por su alta produccién, tiene diversos
problemas de indole ambiental que repercuten en el producto
final.

La parte experimental, se realizd durante un periodo de dos
meses, las tomas de muestras se hicieron diaric a la misma
hora, misma gue fué establecida de acuerdo a los intereses del
laboratorio y en base a ‘las caracteristicas del 4&rea de
soluciones orales (jarabes), se consideraron dos zonas, la
llamada de puntos criticos que esta integrada por los tanques

de almacenamiento, marmitas y la llenadora; y la zona.de los --
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puntos no criticos misma que esta compuesta por la mesa de
trabajo, piso, drea de acondicionamiento, mesa - de
acondicionamiento, almacén de materia prima y almacén de
producto terminado. (ver figura 4).

Para realizar el control ambiental del &rea de soluciones
orales (jarabes), se utilizaron dos métodos diferentes, 1los
cuales son mencionados a continuacién:

El método A, mismo que estd estructurado en tres partes;
1.~Verificacién semanal del muestreador volumétrico BIOTEST/RCS
para corroborar su buen funcionamiento, 2.- Un sistema de
muestreo 3,~ El andlisis microbiolégico de las muestras.

El método B estd constituido en dos partes:

1.- Un sistema de muestreo 2.- El andlisis microbiolégico de
las muestras,

3.3.1 Hétod6 A

1.-Verificacién semanal del muestreador volumétrico de aire
RCS/BIOTEST.

calibracién

~ aparato Biotest/RCS

- tacémetro

- cepas control de

Secretaria de Salubridad [ P.aeruginosa ATCC-25619)
y Asistencia { E..coli ATCC-25516)

- tiras bacteriolégicas GK-A/Biotest/RCS



FIGURA 4: CROQUIS DEL AREA DE SOLUCIONES ORALES
{(JARABES), LABORATORIOS HORMONA S.A. DE C.V.
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Procedimiento

La velocidad del rotor del muestreador volumétrico debe s.er
nedido regularmente enpleando un tacémetro; y las alas de
hé&lice deben ser checados.

Para realizar 1la calibracién del muestreador volumétrico
verificar dos partes importantes del aparato para su buen
funcionamiento, las cuales son: a) La velocidad del rotor y b)
Las pendientes de las hélices del rotor.

a) Medir la velocidad del rotor cada vez que se emplea, para
ello utilizar el tacémetro vy realizar 5 mediciones, las
cuales deben encontrarse dentro del valor recomendable, gue es
de 4096 * 2% rpm.

b) Verificar la pendiente de las hélices del rotor. Cuando se
fabrica el muestreador de aire Biotest/RCS, las aspas del
abanico estar; ajustadas en el &gulo correcto, con el uso el ---
&ngulo puede cambiar ligeramente, entonces es necesario

correqirlo mediante el equipo calibrador. (Ver figura 5)
’ TN

figura 5. Equipo calibradnr de asras Jdel svestreador
volumétrico Biwtent/RCS.

Para verificar el buen funcionamiento dei aparato, realizar
pruebas preeliminares con cepas control, lievar a cabo lo

anterior usando tiras bactericlégicas GK-A en el aparato, =--
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efectuar la prueba en la campana de flujo laminar en la cual
exponer cajas petri conteniendo diferentes cepas control,
posteriormente, muestrear el ambiente alrededor de las cajas
petri durante 8 minutos.

Incubar las tiras bacteriolégicas GK=-A, durante 48 hrs. y--

proceder a identificar los microorganismos.

2.- Sistema de muestreo, el muestreo ambiental se debe llevar a
cabo con el muestreador volumétrico BIOTEST/RCS, cuyo
procedimiento de operacién se muestra a continuaciédn:

a) Desinfectar el aparato antes de usarse, con alcohol etilico.
b) Seleccionar el tiempo de muestreo, a través de los
selectores que tiene el aparato, en donde cada uno dura cierto

tiempo y aspira un determinado volumen de aire.

Selector 1 {ON) 30 seqgundos = 20 1litros
Selector 2 {ON) 1 minuto = 40 litros
Selector 3 (ON) 2 minutos = 80 1litros
Selector 4 (ON) 4 minutos = 160 litros
Todos los selectores (DOWN) 8 minutos = 320 litros.
El selector puede se ado en la fiqura 3:

gmiv_ ZEIT/TIME
Flgura 3. Operacibn del muestreador de aire volumétrico

Biotest/RCS
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c) -Colocar 1la tira de agar, tomarla de las esquinas, e
insertarla Y encender el aparato mediante la presién .del
botén START, con ello el aparato se encuentra listo para
muestrear.

d) Después del muestreo, apagar el aparato, sacar la tira y
coleocarla en su estuche para incubacién.

Estos pasos se muestran a continuacién:

Encender el aparato

Presionar el botén de START




Apagar el aparato

Sacar la tira de agar

Muestra para identificacién
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TIRA8 DE AGAR

La corposicidn del nedio corresponde a estandares
internacionales para garantizar una buena calidad de los--
resultados. Las tiras de agar se producen bajo condiciones
estandarizadas y estdn selladas en empaque de plastico, se
encuentran disponibles en cajas de cincuenta y pueden ser
almacenadas de 18 # 29C con una duracién de tres meses, las
tiras de agar tienen una &rea de superficie de 34 ot Yy cada
tira estd dividida en secciones de 34 x 1 cm para su f&cil
conteo.

Existen diferentes tipos de tiras de acuerdo a las necesidades
que se requieran:

agar GK - A

#

para conteo total.
agar Rosa de bengala = para hongos y levaduras.

agar sal manitol

L

para estafilococos,

agar Mc.Conkey = para bacterias coliformes.

El tiempo y temperatura de incubacién varian y se recomienda:
agar GK ~ A = incubacién de 48h/30°~ 352C

agar Rosa de bengala = incubacién de 120h/28" ~ 30¢C

agar sal manitol

L]

incubacién de 48h/30* ~ 35¢C
agar Mc.Conkey = incubacién de 48h/30° - 356C
Las caracteristicas de é&stas tiras se pueden observar a

continuacion:
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3.~ Anédlisis microbioldgico

Consiste en incubar las tiras de cultivo durante 48h/339C,
posteriormente proceder a realizar la cuantificacién de las
colonias bacterianas y--de hongos con el objeto de calcular
UFC/n? (unidad formadora de colonias por metre cGbico) y
cbhservar la proporcién de crecimiento de 1las bacterias con
respecto a lcs demds microorganismas,

Por Gltimo, efectuar la identificacién dé las bacterias por los

métodos microbiolégicos adecuados.



3.3,2 Método B

1.- Sistema de muestreo

El muestrec anmbiental debe 1llevarse a cabo mediante la
exposicién de 1las cajas petri, empleidndose como medio de
cultivo el agar de soya tripticaseina. Tomar las muestras de
los puntos criticos y no criticos del &rea de soluciones
orales (ver figura no. 4). El tiempo de muestreo debe ser de
treinta minutos, y posteriormente recoger las cajas petri.

2.- Andlisis microbiolégico

Consiste en la incubacidén de las cajas petri durante 48h/372C,
para proceder a la cuantificacién de colonias bacterianas y
hongos con el objeto de observar la proporcién de crecimiento
de las bacterias con respecto a los demds microorganismos., Por
Gltimo se procede a efectuar la identificacién de las bacterias
por los métodos microbiolégicos.

3.4 Anflisis estadistico

Calcular con los datos obtenidos a través del empleo de los dos

métodos la siguiente medida de tendencia central y dispersidn:

(X) Media = mi fi (S) Desviacién estandar=s
fi £i-1
y el empleo de la prueba estadistica de t de Student de acuerdo

con el tamafio de la muestra de poblacidén analizada con un grado
de significancia del 97.5% para comprobar las hipStesis plan -
teadas.

t = (K1 - X2) - (p1 - p2)

Sp2 + sp2

nl n2



sz
poblaciones)

Sp?'= (nl - 1)S1 + (n2 = 1) S§2

(Estimacién mancomunada de la variancia comGn de

nl + n2 - 2

las
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RESULTADOS ¥ DISCUSION
4.1 Resultados
A continuacién se presentan los resultados obtenidos del
control ambiental del drea de soluciones orales (jarabes).
4.1.1 Resultados del método A:
Durante el chequeo semanal del muestreador volumétrico de aire
Biotest/RCS, se observé que tanto las velocidades individuales
del rotor asi como sus promedios semanales se encuentran dentro
de los parametros fijados por el proveedor, asi mismo en lo gue
respecta al d&ngulo de las aspas, éstas cumplen con la
inclinacién angular marcada por el proveedor (ver tabla I).
Los resultados de las pruebas efectuadas al muestreador como
instrumento de captacién de microorganismos se presentan en la
tabla II. El muestreo ambiental realizado en el &rea de
soluciones orales, pérmitib determinal’ los microorganismos
presentes, cuantliflcarlos y llevar a cabo el célculo de Urc/m‘?
los resultados se muestran en la tabla IV.
La identificacién de los microorganismos aislados (ver tabla V)
se realizé a través de diversas técnicas nicrobiolégicas de
rutina. La frecuencia de aparicidén de los microorganismos se
ilustra en 1la gréfica I en esta grafica se observa que
bacterias del género Staphvlococcug, son las més .frecuentes

mientras que la presencia de los hongos es mucho menor.
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4.1.2 Resultados del método B:

El muestreo ambiental en el &rea de soluciones orales, exhibié
variaciones al efectuar la cuantificacién de colonias
bacterianas y hongos, esto se puede observar en la tabla IV y
la frecuencia de las mismas se ilustra en la grafica II.

Es importante mencionar que se practicaron 930 pruebas
bioquimicas para 1la identificacién de 1las 911 colonias
aisladas.

El andlisis estadistico aplicado para evaluar la existencia de
diferencias significativas en los resultados obtenidos por
&mbas metodologias se resume en la tabla VI mientras que

en la grafica III se encuentran representados los valores.



"fabla I: Chequeo semanal del muestreador volumétrico de aire

Biotest/RCS

Chequeo
mimero

Velocidades del
rotor
{Revoluciones
por minuto)}

Promedio de
velocldad

Parametro de
velocidad tijado
por ef proveedor

Verificacitn del
angulo de las
aspas

4085
4079
4080
4090
4093

4087.4

4036 +2%

bien

4078
4095
4085

4084.2

4095 +2%

bien

4084.2

4096+ 2%

bien

4090.4

4096 +2%

bien

4052

4096+ 2%

bien

4096+2%

bien

9t
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Tabla Il:” Resultados de las pruebas preliminares

fggg‘%lrl;g No. de tiras No. total de bacterias | Bacterias identificadas
1 15 8-E.coli 7-P.aerygingsa

1 2 12 6-E.coli 6-P.aerugingsa

3 14 7- E.coli 7-P.aeryginosa

4 14 7-E.coli 7-P.aeruginosa

. 5 13 6-E.coli 7-P.aeruginosa

1 R 13 8-E.coli 5-P.aerugingsa

2 2 13 6-£.coli 7-P.aerugingsa

3 12 6-E.coli 6-P.aeruginosa

4 14 7-E.coli 7-P.aerugingsa

5 - 3 . 6-E.coli 7-P.aeryginosa

- 1 - 127 6-E.coli 6-Paeruginosa
2 14 7-E.coli 7-P.aeruginosa

3 3 14 7-E.coli 7-P.aeruginosa

4 18 9-E.coli 9-P,.aerugingsa

1 5 18 9-E.coli 9-P aeruginosa

- 1 12 T 8-Egoli 6-P,aerugingsa
2 12 6-E,coli 6-P,aeruginosa

4 3 13 7-E.coli 6-P.aeruginosa

4 12 6-E.coli 6-P.aeruginosa

. -2 13 .. .| T-Egoli  6-P.earugingsa

1 12 6-Ecoli '~ ' 6-P.aeryginosa

5 2 17 8-E.coli 8-P,aerugingsa

3 13 6-E.coli 7-P,aerugingsa

4 13 7-E.coli 6-P.aerygingsa

5 12 6-E.coli 6-P,aeruginosa

- R 1 B 13 —7] 8Ecoli 5-P,agruginosa
2. 14 7-Ecoli 7-P.aerugingsa

6 3 1 6-E.coli 7-P.agrugingsa

4 .14 8-E.coli 6-P.agruginosa

5 14 7-E.coli 7-P.agrugingsa
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Sitio de muestreo

1.20
1-20
1.20
1-20
1.20
1-20
1-20
1-20
1-20
1-20
1-20
1-20
1-20
1-20
1-20
1-20
1.20
1.20
1-20
1-20

1.20

UFC/m

"40.625

53.125
71.185
90.625
96.875
109.375
121.875
125.0
128,125
121875
118.75
103.125
96.875
87.5
78.128
65.625
59.375
53.125
50.0
46.875
40.625

| Cologias
bacter?anas

13
17
23
29
30
32
36
36
36
36
37
a3
31
28
25
21
19
17
16
15
13

1-20 Pun(os criticos y no cﬂllcos en el drca de soluciones
(Jarabes) (fig. 4}

Hongos

o .

OO O0O000O0O0O00C-WU dWWw--000

Colovlas

13
17
23
29
31
35
39
40
41
39
38
33
31
28
25
21
19
17
16
15
13

]

Tabla lii- Guantificacién de colonias microbianas presentes en el
aire del 4rea de soluclones orales por medio del método A

|

8¢



[Tablaivy Cuantificaclon de colonlas microblanas presentes en el aire dentro |
_del area de soluciones orales por medlo del método B

Ma;as(r)as ™ sitio de muestreo Colonias bacterlanas Hongos Colonias totales !
ias
I Tq200 T . 6 T 3
2 1-20 8 0 ! 8
3 1-20 13 0 13
4 1-20 20 0 20
5 1-20 21 1 21
6 1-20 24 1 25
7 1-20 30 1 3t
8 1-20 30 2 32
9 1-20 32 3 35
10 1-20 30 1 31
11 1-20 26 o 26
12 1-20 22 1] 22
13 1-20 19 [ 19
14 1-20 17 0 17
15 1-20 15 [} 15
16 1-20 15 0 15
17 1-20 12 0 12
18 120 9 ] 9
19 1-20 7 0 7
20 1-20 7 0 7
21 1-20 6 0 6

.. 6€



“Tabia Vi, Microorganismos alsiados e identificados siguiendo los métodos

“A" y *B* y lafrecuencla’con que son determinados

Método A Frecuencia

1. Staphylocoecus saprophyticus 295
2. Staphylococeus epidermidis 63
3. Staphylococcus aureus 58
4. Pseydomona aerygingsa 56
5. Enterobacter aerogenes 40
6. Aci ) i 16
7. Migrococeys sp. 15
8. Aspergillus sp, 11
9

Método B Frecuencia |

1. Staphylococcus saprophyticus 176
2. i idermidi 5%
3. Staphylococcus aureus 52
4. Pseudomona aeryginosa 50
5. Enterobagter aerogenes 35
6. Aspergillus sg. 9

or
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TABLA VI

Cilculos estadisticos para la comprobacién de 1a hipstesis

planteada
Método A Método B

No. de Colonias No. de Colonias

muestras Totales muestras Totales
1 13 1 6
2 17 2 8
3 23 3 13
4 29 4 20
5 31 5 21
6 35 6 -25
7 . 39 7 31
8 40 8 32
9 41 9 35
10 39 10 31
11 38 11 26
12 33 12 22
13 31 13 19
14 28 14 17
15 25 15 15
16 21 16 15
17 19 17 12

18 17 18 9
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+.« «CONTINUACION DE LA TABLA VI

19 16 19 7

20 15 20 7

21 13 21 6
No. total de No. total de
microorganismos = 563 microorganismos - = 377
No. de muestras = 21 No, de muestras = 21
Media = 26.80 Media = 17.95
Desviacidn estandar = 9.71 Desviacién esténdar = 9.37

Spa (Estimacién mancomunada de 1la variancia comin de . las

poblaciones)
Sp’- 91.04 Grados de libertad = 40
t de student = 3.01 o< = 0,05

/t/ de tablas 0.975 = +2.021

Conclusién: ft/ calculada = 3.01 y es mayor que /t/ de tablas =
42.021 que tiene un grado de significacién del 97.5% por lo que
se rechaza la Ho y se acepta la Ha. Lo anterior debido a que
/t/ calculada cae fuera de la regién de aceptacién (ver gréfica

IIn.
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4.2 Discusién

El afirmar que se obtienen mejores resultados, con el empleo
del nuestreador volumétrico de aire Biotest/RCS (método A) en
comparacién con el uso de cajas petri (método B), para lograr
un control de calidad ambiental adecuado, se apoya ho sbdlo en
las ventajas gque ofrece el método mecdnico ( A ) en comparacién
con el método convencienal { B ), sino también en el resultado
que arroja la cuantificacién de colonias microbianas presentes
en el ambiente (ver tablas III y IV}, lo anterior es semejante
con lo reportado en diversas investigaciones gque se han
realizado sobre el tema. (7,12,14 y 17)

El resultado que arrojan las pruebas estadisticas que de
acuerdo a 1los datos obtenidos, presentan el rechazo de 1la
hip6tesis nula (Ho) y la comprobacién de la hipébtesis alterna
{Ha), se fundamenta en el uso de la prueba de hipétesis para
dos medias muestrales, empleando el estadistico t de student,
la razén para ello, esta basada en el hecho de que las muestras
poblacionales son menores a 30 observaciones, lo cual presenta
las condiciones favorables para emplear dicha prueba (ver tabla
VI y gqgréfica nimero III).

En lo que respecta a los microorganismos aislados e
identificados siguiendo los métodos A y B asi como la
frecuencia con que son determinados, se obtuvo que el método A

capta un mayor nimero de microorganismos (ver tabla V).
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Es importante mencionar que eligiendo en método A, se obtendr&
una mayor calidad y oportunidad en la deteccién vy
cuantificacién de microorganismos presentes en el aire
ambiental, dando asi la informacién necesaria para el control
de programas de desinfeccién, sistemas de tratamiento,
descontaminacién atmosférica, etc. y tener seguridad de que
cubrird las necesidades, requerimientos y estdndares que hoy en

dfa exige el control de calidad ambiental. (5,6,7,11 y 17)
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CONCLUSIONES
Los resultados obtenidos en el presente estudio, determinan-las
ventajas del método mecanico (A), sobre el método convencional
(B), observando una mayor eficacia del primero en 1a
determinacién del control ambiental. Las conclusiones son 1las
siguientes:
1) Se acepta 1la hipétesis alterna, ya que el estudio
estadistico demostré que la eficiencia del mé&todo meclnico de
muestreo ambiental (A}, fue mejor y més efectivo para detectar
la calidad microbiolégica del aire, en comparacién con la del
método convencional (B).
2) Durante el manejo de ambas mrtodologias y a través de la
revisién bibliografica (5,6,7,11,17), se observaron las
siguientes ventajas y desventajas en ambos métodos, 1asA cuales
son citadas a continuacién:
Método A (Evaluacién del aire ambiental por el examinador
centrifugal Biotest/RCB)
a) Ventajas
Fécil manejo del aparato, gran velocidad en la captacién de
microorganismos, es portatil y flexible, lo que facilita su
uso en cualguier posicién, El muestreo se realiza en un tiempo
minimo en intervalos que van desde 30 seg. hasta 8 minutos. El
muestreador emplea como principio de coleccién impactacién
sobre superficies sélidas ¢ue en este caso son tiras de agar
nutritivo. El muestreador Biotest/RCS requiere poca inversién

inicial 'y su costo de operacién es muy bajo lo cual lo hace
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altamente econémico para el control de calidad ambiental, El
muestreador no reguiere de ninguna dilucién para el contec de
microorganismos, muestra las colonias representativas del &rea
analizada, el nivel de sonido es bajo ;(aproximadamente 49-~m
db). El aire despedido nec contanina el &rea de muestreo (este
cdlculo estd basado en un midrgen de error del #* 2.0% La
determinacioén del volumen de aire es controlada--~~~
electrédnicamente, Hay diferentes tiras de agar que se pueden
usar de acuerdo a los microorganismos gque se necesite

cuantificar.
b) Dssventajas
El volumen de separacién de aire del muestreador es de 40
litros por minuto, el instrumento tiene un limite de----
deteccién. Las tiras de agar pueden deshidratlarse. Puede---
colectar particulas mayores de 4 micras y provocar ruptura en
las aspas.
Método B (Evaluacién del control ambiental por sedimentacidn)
a) Ventajas v

El método es f&cil de usar, no reqguiere de subcultivos, es---
econdmico, se pueden emplear varios medios de cultivo, se---
pueden utilizar varias cajas petri. Puede ser representativa
la contaminacién obtenida de cada una de las 4reas estudiadas.
b}Desventajas

La eficacia del muestreo es afectada por 1la temperatura y

movimiento del aire. Los resultados no son relativos -a la---
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cuenta bacteriana del volumen de aire muestreado, la velocidad-
y direccién del flujo de aire del lugar de exposicién de la

caja petri influye en los resultados de la prueba. La--=-
confiabilidad es cuestionable para medidas cuantitativas porque
no se conoce el volumen de aire muestreado y el perfil de la
medida de las particulas distribuidas en el ambiente. Colecta-
particulas no desintegrables. Los limites de deteccién no estén
bien establecidos y probablemente son variables, en comparacién
con el examinador Biotest/RCS cuyo limite de deteccién es de
320 litros cada 8 min. a una velocidad de 40 litros por minuto.
Dado que es importante la vigilancia de la calidad del aire
dentro de las plantas farmacéuticas, 1la cuantificacién de
colonias microbianas presentes en el anmbiente, es relevante
como puede observarse en las tablas III, IV, y V el-método
mecénico (A), colecté con frecuencia un mayor nfimero de
colonias microbianas en comparacién con el método convencional
(B), lo que refuerza las conclusiones a que se llegaron en este

estudio.
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