' © 2016 Journal of Pharmacy & Pharmacognosy Research, 4 (3), 115-121

ISSN 0719-4250
http://jppres.com/jppres

Short Communication | Comunicacién Corta

Determinacion de los limites de la contaminacion microbiana presente
en superficies de un laboratorio de referencia distrital de microbiologia
farmacéutica

[Limits determination of microbial contamination present on surfaces from a pharmaceutical microbiology
district reference laboratory]

Natalia Charry*, Sandra L. Gomez

Laboratorio de Salud Publica. Direccién de Epidemiologia, Analisis y Gestion de Politicas en Salud Colectiva. Secretaria Distrital de Salud, Bogota,
Colombia.

*E-mail: ncharry@saludcapital.gov.co

Abstract

Context: The bioburden present on the pharmaceutical microbiology
laboratory’s surfaces, may increase the risk of cross-contamination when
analytical tests are being carried out; periodic monitoring allows to set
limits that reduce the risk.

Aims: To determinate the limits of bioburden present on seven surfaces of
the pharmaceutical microbiology laboratory, after the cleaning and
disinfection process.

Methods: The swabbing method was used for sampling. With a 25 cm®
stencil and a sterile swab, a sample was taken, passing the swab over five
points of every surface chosen. A total aerobic microbial count and a total
yeast and mold count was done. Finally, the average and the standard
deviation of the counts was obtained.

Results: The average from the counts obtained on each surface selected
for the study, were below the recommended limits by international
entities like the World Health Organization and the European Union,
between others; also, the results generated in this study, allow to classify
the biosafety cabinet as an ISO 5 area and the other areas as ISO 7.

Conclusions: Bioburden levels on the tested surfaces are considered low,
reducing the risk of cross-contamination, which could have a negative
impact on laboratory’s activities. Also, it follows that disinfectant
concentration used, is effectively.

Keywords: Controlled environment: cross-contamination; disinfection;
surfaces sampling.

Resumen

Contexto: La presencia de carga microbiana en las superficies de un
laboratorio de microbiologia farmacéutica, puede aumentar el riesgo de
contaminacion cruzada durante el desarrollo de las pruebas analiticas;
realizar monitoreos periodicos permite establecer limites que disminuyan
dicho riesgo.

Objetivos: Determinar los limites de la contaminacién microbiana
presente en siete superficies del laboratorio de microbiologia de
medicamentos, después de llevar a cabo el proceso de limpieza y
desinfeccion.

Métodos: Se empled el método de hisopado para la toma de las muestras.
Con la ayuda de un hisopo estéril y una plantilla de 25 cm?, se tomaron
muestras en cinco puntos de cada superficie. Se realiz6 el recuento de
microorganismos mesofilos aerobios, mohos y levaduras. Por ultimo, se
obtuvo el promedio y desviacién estandar de los recuentos.

Resultados: El promedio de los recuentos obtenidos en todas las
superficies objeto de estudio, se encontraron por debajo de los limites
recomendados por entes internacionales como la Organizacién Mundial
de la Salud y la Union Europea, entre otras; asi mismo, los resultados
generados, permiten clasificar la cabina de bioseguridad como un &rea
ISO 5y las demads dreas como ISO 7.

Conclusiones: Se considera que los niveles de contaminacion microbiana
presente en las superficies evaluadas son bajos, disminuyendo el riesgo de
contaminacion cruzada que afecte las actividades propias del area; asi
mismo, se infiere que la concentracion del desinfectante usado es efectiva.

Palabras Clave: Ambiente controlado; contaminacién cruzada;

desinfeccién; muestreo de superficies.
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INTRODUCCION

La confiabilidad de un resultado analitico es
fundamental para la toma de decisiones como la
aceptacion o rechazo de un lote de materia prima
y/o de producto terminado, su decomiso (en el caso
de las entidades reguladoras) e incluso para el tra-
tamiento de enfermedades, cuando se trata de
pruebas clinicas. Es debido a la trascendencia de las
decisiones que se toman a partir de los resultados
de laboratorio, que cada dia se hace mas énfasis en
la importancia de implementar un sistema de ges-
tion de calidad que permita establecer controles
sobre toda la cadena de actividades que finaliza con
el resultado analitico. Las Buenas Practicas de Labo-
ratorio de la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) para los laboratorios de microbiologia far-
macéutica y la Norma ISO/IEC 17025 para la compe-
tencia de los laboratorios de ensayo y calibracion,
establecen la necesidad de considerar factores como
el disefio de los espacios en cuanto al tamafio y su
separacion eficaz (cuando se realizan actividades
incompatibles), la aptitud de los materiales de
construcciodn, su respectiva limpieza y desinfeccién
y el monitoreo de las condiciones ambientales que
puedan influir en la realizacion de la prueba analiti-
cay/o su resultado (ICONTEC,2005; OPS, 2013).

La Farmacopea de los Estados Unidos de Améri-
ca (USP) en el Capitulo 116, describe como un am-
biente microbioldgicamente controlado a aquel
donde los niveles de contaminaciéon microbiana
presentes en el aire, superficies y elementos de pro-
teccion de los operarios, se monitorea periodica-
mente con el fin de caracterizar el area de fabrica-
cién de los productos estériles y establecer las con-
diciones en las cuales el drea opera con bajo riesgo
de contaminacion (USP, 2015). Aunque la USP se en-
foca en un drea de produccion, éste tipo de control
se puede adaptar a los laboratorios de microbiologia
farmacéutica, ya que la presencia de carga micro-
biana representa un riesgo latente de contamina-
cién para la muestra expuesta al ambiente durante
la prueba analitica, lo que puede generar un resul-
tado falso positivo.

Organizaciones como la International Organiza-
tion for Standarization (ISO), la Pharmaceutical
Inspection Convention- Pharmaceutical Inspection
Co-Operation Scheme (PIC/S), la Agencia Espafiola

http://jppres.com/jppres

Limites de biocontaminacién en superficies

de Medicamentos y Productos Sanitarios (AEMPS),
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y la
Unién Europea (UE), han clasificado los cuartos
limpios donde se llevan a cabo procesos asépticos,
basandose en la concentracion y tamano del mate-
rial particulado presente. La ISO describid la clasifi-
cacién y monitoreo de éste tipo de ambientes en la
serie de normas ISO 14644 en las cuales nombra los
cuartos limpios como areas ISO (ISO, 1999). Por otra
parte, las otras organizaciones mencionadas pre-
viamente, clasificaron las 4reas en cuatro grados,
segun el riesgo de las operaciones llevadas a cabo
en cada una, siendo el Grado A, el drea mas limpia 'y
el Grado D, el area menos limpia (EU, 2008; AEMPS,
2009; OMS, 2011; PIC/S, 2014). A partir de las clasificacio-
nes descritas, se han sugerido niveles de contami-
nacion de particulas viables (microorganismos), las
cuales también deben ser incluidas en el monitoreo
de los cuartos limpios.

La concentracion de la carga microbiana en su-
perficies ha sido ampliamente estudiada en lugares
como hospitales, industrias y laboratorios, para eva-
luar la eficacia del proceso de limpieza y desinfec-
cion, establecer la relacién entre los microorganis-
mos en las superficies y la transmision de enferme-
dades, determinar los efectos de la contaminacién
en maquinaria usada para la manufactura de pro-
ductos, realizar el control de calidad de dispositivos
médicos, implementar el sistema de monitoreo am-
biental y caracterizar las areas de produccion, entre
otras. (Jaisinghani et at., 2000; LeBlanc, 2001; Delgado et al.,
2004; Hedin et al., 2010; Corpas, 2012; Otter et al., 2013). A pe-
sar de los diferentes enfoques para los cuales se de-
termina la concentracién de la carga microbiana en
las superficies, respecto a establecer los limites
aceptables de contaminacién, se encuentra poca
informacién publicada, especialmente para los la-
boratorios de microbiologia farmacéutica.

El objetivo del presente trabajo fue determinar
los limites de la contaminacién microbiana presen-
te en siete superficies del laboratorio de microbio-
logia de medicamentos, después de llevar a cabo el
proceso de limpieza y desinfeccion.

] Pharm Pharmacogn Res (2016) 4(3): 116


http://jppres.com/jppres

Charry y Gomez

MATERIALES Y METODOS

Superficies a muestrear

Se tomaron 44 muestras de cada meson y piso de
las tres areas que conforman el laboratorio de mi-
crobiologia de medicamentos (siembras, apresta-
miento y lavado), asi como de la cabina de biosegu-
ridad (Labconco, USA), para un total de siete super-
ficies a evaluar. El muestreo se realizd durante 16
meses, antes de la limpieza y desinfeccidn, 20 minu-
tos después de ésta en el caso de los pisos y meso-
nes y 10 minutos después en la cabina de bioseguri-
dad. Los pisos y mesones fueron desinfectados con
hipoclorito de sodio al 0,5% y la cabina de biosegu-
ridad con alcohol etilico al 70%; a partir de la toma
de muestras numero 40, se empezo a desinfectar la
cabina de bioseguridad con Timsen® (United Pro-
motions, Inc., USA) disuelto en alcohol etilico al
70%, debido a que anteriormente se observo creci-
miento microbiano en varias ocasiones luego de
desinfectar la superficie Gnicamente con alcohol
etilico al 70%.

Medios de cultivo

Se utilizaron tubos con tapas de rosca, cada uno
con 10 mL de caldo Tripticasa Soya (Oxoid, Reino
Unido), polisorbato 8o al 0,5% (Merck, Colombia) y
Tiosulfato de sodio al 0,05% (Merck, Colombia).
Para el recuento de microorganismos mesdfilos ae-
robios se empleo agar Tripticasa Soya (TSA) (Oxoid,
Reino Unido) y para el recuento de mohos y levadu-
ras se empleo agar Saboreaud Dextrosa (SDA) (Bec-
ton Dickinson, USA).

Toma de muestras

Se tomo un hisopo estéril, el cual fue humedeci-
do con el caldo de cultivo; con la ayuda de una
plantilla de 25 cm* se pasé el hisopo sobre la super-
ficie a muestrear, en direccion horizontal y vertical,
en cinco puntos diferentes; finalmente, se llevo el
hisopo nuevamente al tubo (se rompi6 la punta del
hisopo que tuvo contacto con el analista antes de
tapar el tubo). Los resultados se expresaron como
unidades formadoras de colonia (UFC) sobre 125
cm?® (USP, 2015).
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Siembra

Los tubos se agitaron en vortex (IKA, USA) a
2000 — 2500 r.p.m. para la homogenizaciéon de la
muestra; se sembro 1 mL en profundidad por dupli-
cado y se agregd TSA y SDA, segun lo explicado
previamente.

Incubacion y lectura

Las cajas con TSA se incubaron a 35 + 2°C duran-
te 48 horas y las cajas con SDA se incubaron a 25 +
2°C durante 5 dias. Al final del tiempo de incuba-
cion las cajas se leyeron con ayuda de un contador
de colonias (Bantex, USA).

Analisis estadistico

Se obtuvo el promedio y la desviacion estandar
(DS) de los recuentos en Excel (Microsoft Office
2013). Los limites se obtuvieron aplicando la regla
practica del intervalo, la cual consiste en sumar 2
veces la DS al promedio de los recuentos, dado que
dentro de intervalos de este tipo se encuentra el
95% de datos, no obstante se pueden utilizar en
otros casos 3 0 4 DS (Triola, 2004).

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla 1 se observan los promedios de los
recuentos obtenidos antes y después de realizar el
proceso de limpieza y desinfeccion, los cuales indi-
can que la concentracidn de la carga microbiana en
las superficies del Laboratorio de Microbiologia de
Medicamentos fue baja, teniendo en cuenta que
estuvieron por debajo de los limites sugeridos por
entes como la UE, OMS, AEMPS y acuerdos como
PIC/S para areas limpias ISO 4.8/ Grado A (cabina
de bioseguridad) e ISO 7/Grado C (4reas circundan-
tes) (ver Tabla 2); siendo éste un resultado satisfac-
torio ya que disminuy¢ el riesgo de que ocurriera
contaminacion cruzada.

Aunque los limites recomendados por las orga-
nizaciones mencionadas en la Tabla 2 se encuen-
tran expresados en total de UFC por placa de con-
tacto de 55 mm de diametro, la cual tiene un area
equivalente aproximada de 25 cm?® (Pillari-Soheily,
2003), se considero pertinente realizar la compara-
cion de los resultados, empleando los recuentos de
UFC/125 cm* obtenidos en el presente trabajo, ya
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que si éstos se dividieran para obtener la concentra-
cién de microorganismos en un drea de 25 cm?, el
promedio de los recuentos en todas las superficies
estarian por debajo de 1 UFC, lo cual impediria rea-
lizar el andlisis de los datos y la clasificacion de las
areas. Lo anterior, se ve soportado por los resulta-
dos obtenidos en la investigacion realizada por Salo
et al. (2000), donde se compararon tres métodos pa-
ra la toma de muestras en superficies de doce labo-
ratorios, entre ellos el método por contacto en placa
y el de hisopado (con un drea de muestreo de 100
cm?), encontrando que la diferencia entre los méto-
dos no fue estadisticamente significativa en cuanto
a la precisién y porcentaje de recuperaciéon micro-
biana, cuando se eliminaron datos atipicos. Asi
mismo, en la investigacion realizada por Hedin et
al. (2010) donde se comparé el método de contacto
en placa y el método de hisopado en dos modalida-
des, uno sembrando el hisopo directamente sobre
diferentes agares y otro llevando el hisopo a caldo
para luego sembrar en agar (como se hizo durante
este estudio), se obtuvo como conclusiéon que no
hubo diferencias significativas entre los métodos
evaluados.

El promedio bajo de los recuentos microbianos
después de realizar la limpieza y desinfeccion, con-
cordaron con otros estudios donde también se uti-

Limites de biocontaminacién en superficies

lizé hipoclorito de sodio para la desinfeccion de las
superficies. Un ejemplo de ello es la investigacion
realizada por Corpas (2012), quien establecio interva-
los de tolerancia de contaminacion en un laborato-
rio de microbiologia de alimentos, obteniendo
promedios de 0,9 UFC de microorganismos mesofi-
los aerobios en todas las superficies y promedios de
mohos que fluctuaban entre 0,7 y 1 UFC, luego de
realizar la desinfeccion con hipoclorito de sodio al
2%. Por otra parte, los resultados obtenidos por Ca-
llejas e Izquierdo (2009), también revelaron recuen-
tos microbianos bajos, en los mesones y pisos de
cuatro laboratorios de la Pontificia Universidad Ja-
veriana de Bogota (Colombia), luego de la desinfec-
cion con hipoclorito de sodio a concentraciones en-
tre 0,122 y 100 ppm. Los recuentos de microorga-
nismos tanto mesofilos aerobios como de mohos y
levaduras, se encontraron entre 1y 5 UFC. Aunque
los resultados obtenidos en el presente trabajo y en
los mencionados previamente, muestran que el de-
sinfectante usado cumple con su objetivo respecto a
mantener bajas concentraciones de agentes micro-
bianos en las superficies, es importante establecer la
periodicidad de la rotaciéon de los desinfectantes y
considerar otros principios activos con amplio es-
pectro de accién y de bajo riesgo para el personal
que lo manipula y/o esta expuesto (USP, 2015).

Tabla 1. Recuentos microbianos en las superficies evaluadas en el laboratorio de Microbiologia de Medicamentos.

Superficie Mesofilos Mohos y levaduras

Antes de LYD Después de LYD Antes de LYD Después LYD

(UFC/125 cm®) (UFC/125 cm®) (UFC/125 cm?) (UFC/125 cm?)
Cabina 0,45 + 0,90 0,25 + 0,67 0,64 + 0,97 0,11 = 0,62
Meson siembras 2,45 + 3,34 1,0 + 2,08 2,23 * 3,49 0,16 + 0,43
Piso siembras 8,23 11,20 1,39 + 2,36 1,64 + 2,46 0,30 + 0,76
Mesoén aprestamiento 6,02 + 7,60 0,98 +1,65 3,45 + 5,88 0,34 = 0,68
Piso aprestamiento 24,32 + 22,60 3,75 £ 7,04 4,14 * 5,42 0,27 + 0,45
Meson lavado 21,11 + 27,82 1,55 * 6,78 4,30 £ 5,79 0,57 = 1,65
Piso lavado 18,61 + 22,71 3,02 6,43 4,93 £ 6,63 0,64 + 1,56

Los valores son expresados como promedio + desviacion estandar de n = 44

LYD: Limpieza y Desinfeccion
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Tabla 2. Limites recomendados de contaminacion microbiana en muestreos de superficies en cuartos
limpios, segun algunas organizaciones internacionales.

Clasificacion del area

Valores limites recomendados
(EU, 2008; AEMPS, 2009; OMS, 2011; PIC/S, 2014)
(UFC/placa de contacto de 55 mm)

ISO 4.8 - Grado A
ISO 5 - Grado B
ISO 7 - Grado C

ISO 8 - Grado D

<1

<5

<25

<50

Los limites de la contaminaciéon microbiana, ex-
presados en la Tabla 3, fueron determinados a partir
de los recuentos después de la limpieza y desinfec-
cién, debido a que las pruebas analiticas se realiza-
ron luego de llevar a cabo dicha actividad. Para las
superficies del drea de siembras se sumaron dos
desviaciones estandar (DS) ya que por su cercania al
lugar de andlisis de las muestras, el control de la
biocontaminacién debe ser mds estricto, mientras
que para las superficies del drea de aprestamiento y
lavado, se sumaron tres DS, teniendo en cuenta que
son dreas que no tienen contacto con la muestra
abierta y no estan cerca de ella durante el analisis.
En el caso de la cabina de bioseguridad, no se aplicé
la regla préctica del intervalo (no se sumo la DS),
debido a que el riesgo de contaminacion es alto
cuando la muestra se manipula abierta dentro del
equipo, por lo tanto, esta superficie debe cumplir
los parametros establecidos para un area altamente
aséptica como la Grado A (ISO 4.8), segtin lo descri-
to en la Tabla 2.

En la cabina de bioseguridad, antes y después de
la desinfeccion, se obtuvieron recuentos promedio
inferiores a 1 UFC (Tabla 1), 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 los mues-
treos después de la desinfeccion, no hubo creci-
miento para el caso de los microorganismos mesofi-
los aerobios y mohos y levaduras respectivamente),
pero debido a que en algunos casos se observo cre-
cimiento luego de aplicar el desinfectante, se esta-
bleci6 como medida correctiva la necesidad de
agregar al alcohol etilico al 70%, un desinfectante
cuyo principio activo fue el amonio cuaternario
(Timsen®), ademads, se establecié que era adecuado
aumentar la frecuencia de la desinfeccién de la su-
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perficie durante el andlisis de las muestras, ya que
el material que se ingresa al equipo puede contener
particulas de polvo, ademas, el alcohol deja de ser
efectivo cuando se evapora (Hedin et al., 2010). Una vez
se efectuaron estos cambios, se obtuvieron buenos
resultados, pero no se tuvieron datos suficientes
para establecer, desde el punto de vista estadistico,
que las medidas fueron efectivas para el control de
la contaminacién.

Teniendo en cuenta que la clasificacion de las
areas no se puede basar Gnicamente en la carga mi-
crobiana presente en las superficies, se considera
necesario determinar también, la concentracion de
la biocontaminacion y material particulado presen-
tes en el aire de cada una de las areas que confor-
man el laboratorio de microbiologia de medicamen-
tos, para caracterizar de forma mds completa la ca-
lidad ambiental; acompafiando éstas determinacio-
nes, con el seguimiento y control del porcentaje de
humedad relativa y temperatura ambiental ya que
dichos pardmetros influyen directamente en el cre-
cimiento microbiano (USP, 2015).

Aungque los valores obtenidos a partir de los mo-
nitoreos son utiles para conocer las variaciones de
la recuperacion microbiana en un area especifica y
bajo circunstancias previamente estandarizadas, no
es adecuado inferir que el lograr los niveles estable-
cidos como de “control” garantizan la ausencia total
de riesgo para la muestra a analizar; pero éstos,
permiten evaluar si el drea se comporta de manera
“tipica” o se estan presentando variaciones que re-
presentan el riesgo de la pérdida de control y es ne-
cesario tomar medidas al respecto, ya que es alli
donde el monitoreo adquiere valor, permitiendo
identificar y corregir una practica de trabajo inacep-
table (USP, 2015); por tal razon, dentro de la imple-
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mentacién de los pardmetros del monitoreo am-
biental, también se recomienda establecer limites
de accidn, los cuales sirven de guia a los profesiona-
les encargados, ya que les permite contar con valo-
res puntuales para identificar cudndo se podrian
estar presentando dichas situaciones atipicas y asi
mismo actuar al respecto. Para el caso del Laborato-

Limites de biocontaminacién en superficies

rio de Microbiologia de Medicamentos, el limite de
acciéon en la cabina de bioseguridad se establecio
como un recuento > 3 UFC, segtin lo sugerido en el
capitulo 797 de la USP, y para las demas superficies,
los recuentos superiores a los descritos en la Tabla
2.

Tabla 3. Limites de recuento establecidos para el laboratorio de Microbiologia de Medicamentos y su clasificacion, segun
los parametros establecidos por algunas organizaciones internacionales reconocidas.

. Mesoéfilos aerobios
Superficie

Mohos y levaduras

Clasificacion areas laboratorio Microbiologia de

(UFC/125 cm®) (UFC/125 cm®) Medicamentos, segdn estandares internacionales
Cabina <1 <1 ISO 4.8, Grado A
Meson siembras 5 1 ISO 7, Grado C
Piso siembras 6 2 ISO 7, Grado C
Mesoén aprestamiento 6 2 ISO 7, Grado C
Piso aprestamiento 25 2 ISO 7, Grado C
Meson lavado 22 6 ISO 7, Grado C
Piso lavado 22 5 ISO 7, Grado C
Finalmente, se plantea considerar para un cumplen con las recomendaciones establecidas por

proximo trabajo de investigacion, la descripcion de
la flora microbiana presente en las superficies luego
de la limpieza y desinfeccidn, ya que, si bien, hasta
el momento no se han registrado casos de contami-
nacion cruzada en muestras, material, reactivos y/o
medios de cultivo por la presencia de un agente mi-
crobiano ambiental, es necesario identificar los mi-
croorganismos ambientales predominantes en el
area, su interaccidon con el desinfectante y los ries-
gos que conllevan su presencia y concentracion pa-
ra los procesos realizados en el laboratorio. Asi
mismo, se sugiere incluir en el monitoreo de las
areas, la determinacion de la concentracion del ma-
terial particulado no viable y el seguimiento de
parametros como la humedad relativa y la tempera-
tura.

CONCLUSIONES

Los recuentos microbianos en cada una de las
siete superficies evaluadas, antes y después de reali-
zar el proceso de limpieza y desinfeccidn, permitie-
ron establecer limites de contaminacion microbiana
para el laboratorio de microbiologia de medicamen-
tos de la Secretaria de Salud de Bogota, los cuales
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organizaciones internacionales reconocidas en el
ambito de la salud y la fabricaciéon de productos
farmacéuticos seguros. Estos limites permiten dis-
minuir el riesgo de que ocurra contaminacién cru-
zada durante el desarrollo de las pruebas analiticas,
aumentando la confiablidad de los resultados emi-
tidos. También fue posible establecer limites de ac-
cion, los cuales se basaron en las recomendaciones
de las organizaciones previamente mencionadas en
éste documento.

Se clasificaron las areas que componen el Labo-
ratorio de Microbiologia de Medicamentos, de ma-
nera que la cabina de bioseguridad se clasificé co-
mo un area ISO 4.8/Grado Ay el resto de las areas
fueron clasificadas como ISO 7/Grado C.

Es necesario continuar realizando el monitoreo
de superficies y revisar el cambio de los limites, a
medida que se obtienen mas datos a través del
tiempo y se observan variaciones en las respectivas
desviaciones estandar.
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