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Calidad microbiologica del aire de una unidad de preparados
farmaceuticos estériles

Beatriz Caorsi P, Andrea Sakurada Z., M. Teresa Ulloa F, Marcela Pezzani V. y Paz Latorre O.

Bacteriological quality of air in a ward for sterile pharmaceutical preparations

Background: An extremely clean area is required for preparation of sterile pharmaceutical compounds, in
compliance with international standards, to minimize the probability of microbial contamination. Aim: To evalu-
ate the bacteriological quality of the air in the Sterile Pharmaceutical Preparation Unit of the University of Chile’s
Clinical Hospital and to set up alerts and action levels of bacterial growth. Methods: We studied eight representa-
tive sites of our Unit on a daily basis from January to February 2005 and twice a week from June 2005 to February
2006. We collected 839 samples of air by impact in the Petri dish. Results: 474 (56.5%) samples were positive; 17
(3.5%) of them had an inappropriate bacterial growth (2% of total samples). The samples from sites 1 and 2 (big
and small biosafety cabinets) were negative. The countertop and transfer area occasionally exceeded the bacterial
growth limits. The most frequently isolated bacteria were coagulase-negative staphylococci, Micrococcus spp and
Corynebacterium spp, from skin microbiota, and Bacillus spp, an environmental bacteria. Conclusions: From a
microbiological perspective, the air quality in our sterile preparation unit complied with international standards.
Setting institutional alerts and action levels and appropriately identifying bacteria in sensitive areas permits quan-

tification of the microbial load and application of preventive measures.
Key words: Indoor air quality, microbiology, clean rooms, laminar air-flow area.
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Introduccion

(hospitales, escuelas, casas, etc) contiene una carga

microbiana que es aportada en gran parte, por las
personas que estan presentes en estos sitios, el tipo de
actividades que ellas realizan, el grado de capacitacion
que posean, su actitud y habitos personales'™. También
influyen el programa de aseo y mantencion del area y la
rigurosidad en su cumplimiento, el aire exterior, el polvo
ambiental, el tipo de suelo, ademas de la temperatura,
la ventilacion, la humedad, el recambio de aire y la
presencia cercana de volumenes de agua estancados o
en movimiento'2S.

En la elaboracion de preparados farmacéuticos estériles
es necesario garantizar productos de una elevada calidad
microbioldgica que no posean contaminacion por microor-
ganismos presentes en el aire del area de produccion, por
lo cual es necesario disponer de areas limpias. En dichas
areas se busca cumplir con los controles internacionales
que pretenden minimizar los riesgos de contaminacion
microbiana'.

La norma para la produccion de preparados farma-
céuticos estériles contempla el control microbiologico
ambiental, tanto del aire como de las superficies en
distintos puntos, establece un recuento bacteriano acep-
table expresado en unidades formadoras de colonias

l Z l aire presente en el interior de cualquier ambiente

(ufc), segtin las areas de trabajo (sitios) y en situacion de
reposo>*. Para esta norma existen diversas clasificaciones,
tal como se indica en la Tabla 1.

Tanto la norma de medicamentos de la Union Europea
(GMP) como el estandar de la United States Pharmaco-
peia (USP 209 E) presentan equivalencia entre si y con
la norma internacional ISO14644-1 (Tabla 1).

La GMP clasifica las zonas limpias en grados que esta-
blecen parametros de la calidad microbiologica del aire*.
- Zona A: Zona especifica para operaciones de alto

riesgo como por ejemplo, llenado, bandejas de tapones,

ampollas, viales abiertos y realizacion de conexiones
asépticas. Estas condiciones se consiguen normalmen-
te en cabinas de flujo laminar. Estos sistemas deben
proporcionar una velocidad homogénea del aire de

0,45 m/s = 20% en el punto de trabajo. El limite de

microorganismos es < 1 ufc/m?de aire segin GMP ¢y

3 ufc/m? seghin USP 209 E°.

- Zona B: Entorno para la zona de grado A en el caso
de preparacion y llenado aséptico. El limite de micro-
organismos por m® de aire es 10 ufc segan GMP*y 3
ufc segan USP 209 E3.

- Zona Cy D: Zonas limpias para realizar fases menos
criticas de la fabricacion de medicamentos estériles.
Los limites de microorganismos por m* de aire para
ambas zonas son 100, ufc/m*y 200 ufc/m?® segin GMP*
y 20y 100 ufc/m?® segin USP 209 E, respectivamente?®.
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Un programa de monitoreo ambiental microbiologico
permite ademas establecer el nivel de alerta, considerado
como aquel recuento que nos indica una variacion leve al
alza que, de no ser corregida, se puede convertir en una
tendencia a valores inusualmente altos y/o fuera del rango.
Exceder el nivel de alerta no necesariamente requiere una
accion correctora definitiva; no obstante, debe provocar
a lo menos una investigacion de seguimiento que podria
incluir modificaciones en el plan de muestreo. En cambio,
el nivel de accion es aquel nivel de microorganismos que
siendo excedido, requiere una investigacion inmediata,
seguido de una accion correctora.

En nuestra busqueda, no encontramos informacion
en Chile sobre la calidad microbiologica del aire en las
unidades de preparados estériles de farmacia.

El objetivo de este trabajo fue evaluar la calidad
bacteriologica del aire de la Unidad de Preparados
Farmacéuticos Estériles del Servicio de Farmacia del
Hospital Clinico de la Universidad de Chile determinando
los niveles de contaminacion de cada area de la unidad,
los que fueron comparados con los niveles establecidos
internacionalmente, para implementar las normas vigentes
de control microbiolégico de area limpia y establecer
niveles de alerta y accion.

Materiales y Métodos

Se efectud un estudio en la Unidad de Preparados
Farmacéuticos Estériles del Servicio de Farmacia (UPFE)
del Hospital Clinico de la Universidad de Chile, en la
que se realizO un monitoreo permanente a través de
controles microbioldgicos periddicos. Estos se realizaron
diariamente, durante los meses de enero y febrero de 2005
y con frecuencia bisemanal desde junio de 2005 hasta
febrero de 2006. En el estudio se establecieron ocho sitios
de control: Zona A: corresponde al area de preparacion
de preparados estériles: Sitio 1: camara de flujo laminar
grande; sitio 2: camara de flujo laminar pequeiia; sitio
3: mes6n lateral derecho area de preparacion. Area de
transicion: sitio 4: zona de transferencia. Zona C: corres-
ponde al area de vestuario: sitio 5. Zona D: corresponde
al area de preparacion de material: sitio 6: meson lateral
izquierdo; sitio 7: mesdn lateral derecho; Sitio 8: meson
costado (Figura 1).

Larecoleccion de muestras de aire se realizé mediante
la técnica de impacto en placa’, en cada uno de los ocho
sitios que se muestran en la Figura 1, utilizando un equipo
MAS-100 de Merck®. En este equipo se coloc una placa
Petri irradiada con agar soya triptosa (BioMerieux®), so-
bre la cual el equipo impactd 100 litros de aire por minuto
con una velocidad del aire de 0,45 metros/segundo, Las
placas se retiraron del equipo por el personal de la UPFE y
fueron enviadas al laboratorio, en el que fueron incubadas
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Tabla 1. Clasificaciones internacionales establecidas para el estudio

de areas limpias

GMP Europea USP 24 1S014644-1
Zona Limi':lef :*c/t:'p.::tado 203: :, s(: 3*92) Limit:f:/c::;tado 1SO Namero
A <1 M 3.5 3 5
B 10 M 3.5 3 5
C 100 M 5.5 20 7
D 200 M 6.5 100 8

USP: United States Pharmacopeia. ISO: International Standard Organization. GMP: Good Manufactu-

red Practices. *ufc: unidad formadora de colonias. **Particulas/m?.

a34° C por 72 horas. Posteriormente, se realizo el recuento
de colonias bacterianas obtenidas en cada placa en cada
uno de los ocho sitios enumerados del 1 al 8.

A su vez, se realizo la identificacion bacteriana a la to-
talidad de las colonias obtenidas de los sitios 1 al 5, por ser
éstos los que representan el mayor riesgo de contamina-
cion. Esta se realiz6 en base a normas internacionalmente
aceptadas’ que incluyeron: observacion de la morfologia
de la colonia, produccion de pigmento, hemolisis, tincion
de Gram; en el caso de cocaceas grampositivas, pruebas
de la catalasa, novobiocina, bacitracina, y oxidasa en el
caso de bacilos gramnegativos. En la identificacion de
género y especie se utilizo el sistema de galerias de iden-
tificacion de BBL Crystal Becton-Dickinson®, tanto para
enterobacterias, bacilos gramnegativos no fermentadores
como cocaceas grampositivas.
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Figura 1. Plano de unidad
de preparados estériles en el
cual se indican los puntos de
muestreo.
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Tabla 2. Recuentos mensuales de microorganismos (expresado en rangos) en los diferentes sitios, estudiados por técnica

Area

ZONA A: Area de preparacién
Sitio 1

Sitio 2

Sitio 3

Sitio 4**

ZONA C: Area de vestuario
Sitio 5: Repisa vestuario
ZONA D: Area de material
Sitio 6: Mesén 1 area lavado
Sitio 7: Mesén 2 area lavado

Sitio 8: area lavado lavadero

de impacto en placa

Ene Feb Jun Jul Ago Sep Oct
05 05 05 05 05 05 05
0-0 0-0 0-0 0 0 0 0

0 0 0,1 0 0 0 0

0-4 0-7 1-6 0-3 0-5 0-3 0-2
0-5 0-2 0-21 0-2 0-1 0-2 0-3
0-6 0-6 0.5 0-3 0-5 0-4 0-2

0-21 1-39 2-60 1-13 1-37 2-12 2-5

1-13 0-32 3-46 2-14 3-41 1-9 2-9

1-10 0-60 0-15 1-10 1-30 3-12 2-7

Nov Dic Ene Feb Limite aceptado
05 05 06 06 ufc*
0 0 0 0 3
0 0 0 0 3
0-5 0-2 0-2 0-4 3
0-4 0-2 0-3 0-3 3x*
0-7 0-11 0-3 1-7 20
3-12 2-12 3-36 1-53 100
1-33 4-6 3-14 1-54 100
3-50 2-5 3-15 3-55 100

para la Zona A.

*USP: United States Pharmacopeia. **Corresponde al sitio de transfer esta zona no tiene un valor de limite aceptado, para efecto de este trabajo aplicamos el limite establecido

Determinacion de niveles de alerta: Para cada sitio se
sumaron los recuentos y se obtuvo un promedio, se calculd
la diferencia entre el promedio y el valor permitido. A
esta diferencia se le calculd el 80% siendo éste el valor
definido como el valor de alerta valido para esta area
del laboratorio. Nivel de accion corresponde al limite
aceptado internacionalmente; en nuestro estudio usamos
los valores indicados por la USP.

100%
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80% 1
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40% 1

30%
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10% 1

0%

[ Positivo nivel de accién
[ Positivo nivel de alerta
[ Positivo bajo nivel de alerta

B Negativo

Figura 2. Distribucion de los valores de los recuentos bacterianos de los diversos sitios.
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Resultados

La calidad microbiologica de los ocho puntos de mues-
treo y los niveles de alerta y de accion correspondientes a
las zonas A, C y D se evaluaron determinando el recuento
bacteriano y la identificacion de cada colonia aislada de
los sitios 1 al 5 (Zona Ay C).

Se estudiaron 839 muestras, de las cuales 474 (56,5%)
resultaron positivas, variando los porcentajes de positi-
vidad en los distintos meses, entre 51,3 y 67% con un
promedio de 57,2%. Los resultados para cada area se
interpretaron segun el Estandar Federal 209 E de la USP.

Los valores descritos en la Tabla 2 muestran los rangos
de recuento bacteriano segun el sitio, durante cada mes
del periodo de estudio.

Zona A: En esta zona se observd que practicamente
la totalidad de las muestras obtenidas de los sitios 1y 2,
que corresponden al area de preparacion de preparados
estériles (211/212) fueron negativas. S6lo una fue posi-
tiva, pero bajo los limites permitidos. El sitio 3 presento
la mayor variacién en los recuentos con 11/106 (9,4%),
valores superiores a los limites permitidos (Figura 2, Tabla
2). En el sitio 4 (sitio de transferencia), 6/106 muestras
presentaron valores superiores a los permitidos. Esta zona
no tiene un valor de limite aceptado internacionalmente
pero, para efectos de este trabajo, aplicamos el limite
establecido para la Zona A debido a que su ubicacion fue
considerada estratégica. Los valores de alerta para estos
sitios fueron: sitios 1 y 2: 0 ufc, sitios 3 y 4: 1 ufc.

Zona C: Esta zona corresponde al sitio de vestuario.
Los recuentos fluctuaron entre 2 y 11 ufc con un prome-
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dio de 5 ufc, lo cual indica valores muy por debajo del
limite permitido de 20 ufc (Tabla 2, Figura 2). En total
se tomaron 105 muestras, s6lo una muestra tuvo recuento
sobre el nivel de accion. El valor de alerta para el sitio
5 fue de 2 ufc.

Zona D: Area de material, esta zona corresponde a los
sitios 6 (meson 1), sitio 7 (meson 2) y sitio 8 (lavadero),
todos dentro del area de lavado. Las tres areas presentaron
desarrollo microbiano, con 66% de positividad bajo nivel
de alerta, 29% de positividad en nivel de alerta y 1,3%
en rango de accion, aunque muy por debajo del limite
aceptado. (Tabla 2). El valor de alerta para los sitios 6, 7
y 8 fue de 8 ufc. En esta zona no se realizé identificacion
microbioldgica de los aislados.

Los resultados de los recuentos categorizados en base a
los niveles de alerta y de accion se muestran en la Figura 2.

En general, con respecto al tipo de bacterias aisladas en
las zonas A 'y C, se observo un gran predominio de bacte-
rias grampositivas (95,9%), por sobre las gramnegativas
(4,1%). Tres de los géneros bacterianos mds prevalentes,
Staphylococcus coagulasa negativa, Micrococcus spp 'y
Corynebacterium spp (80,6%), son de origen humano
pues forman parte de la microbiota de la piel. Solo 11,8%,
representado por especies de Bacillus spp, fue considerado
como microbiota ambiental (Tabla 3).

Discusion

En la elaboracion de preparados farmacéuticos estériles
es necesario garantizar productos de una elevada calidad
microbioldgica que no posean contaminacion por micro-
organismos presentes en el aire de la zona de produccion,
por lo cual es necesario disponer de areas limpias'*¢. En
dichas areas se debe cumplir con los controles interna-
cionales que pretenden minimizar al maximo los riesgos
de contaminacion microbiana. Para cumplir este objetivo
se realizan controles por métodos fisicos y/o quimicos
que son validados y medidos en su eficacia por métodos
microbiologicos'489,

Existen varias técnicas para estudiar muestras de aire,
nosotros elegimos el impacto en placa porque es cualitativa
y cuantitativamente la mas precisa, permitiendo ademas del
recuento bacteriano, la identificacion de las colonias obteni-
das. El equipo utilizado (MAS-100 de Merck®) es portatil,
de facil manejo y se puede localizar con facilidad en cada
uno de los sitios a muestrear; es el método recomendado por
la Food and Drug Administration (FDA) de EUA para este
tipo de estudios®®. En este método, los microorganismos
se separan de la corriente de aire utilizando la inercia para
forzar la sedimentacion sobre la placa de Petri'?.

Los resultados obtenidos nos han permitido establecer
que la calidad microbioldgica del aire dentro de la unidad

Rev Chil Infect 2011; 28 (1): 14-18
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Tabla 3. Género y/o especies bacterianas aisladas de los sitios Zonas Ay C

Género y/o Especie bacteriana n cepas %
total total
Staphylococcus coagulasa negativa 109 41,44
Micrococcus spp 81 30,79
Bacillus spp 31 11,78
Corynebacterium spp 22 8,46
Staphylococcus aureus 8 3,04
Streptococcus salivarium 1 0,38
Acinetobacter lwoffi 3 1,14
Pantoea agglomerans 2 0,76
Sphingomonas paucimobilis 1 0,38
Cryseobacterium indologenes 1 0,38
Brevundimonas vesicularis 2 0,76
Empedobacter brevis 1 0,38
Enterobacter sakazakii 1 0,38
Total 263 100

Zona A
Sitio 1-4

59
40
16

9
6

(%)

(54,2)
(49,4)
(51,6)
(40,9)
(75)

1 (100)

2

1

(66,6)
(50)

1(100)

1 (100)

2 (100)

1 (100)

1(100)

140

Zona C
Sitio 5
(%)
50 (45,8)
41 (50,6)
15 (48,4)
13 (59,1)
2 (25)

123

estudiada se encuentra dentro de los estandares interna-
cionalmente permitidos ya que se obtuvo 364 (43,5%)
muestras con cultivos negativos y en aquellas muestras
con resultados positivos (56,2%); la mayoria de los valo-
res de recuento microbiano encontrados estuvieron muy
por debajo de los rangos permitidos internacionalmente.

En la zona A, el sitio de mayor variabilidad en el
recuento promedio mensual y que presentd el mayor
porcentaje de lecturas en el nivel de alerta'y de accion fue
el sitio 3 (meso6n lateral derecho del area de preparacion).
Cabe destacar que esta situacion no influy6 en el resto
de los sitios del area de preparacion, especificamente
los sitios 1 y 2 donde se realizan los procedimientos,
por lo que representan los sitios de mayor riesgo dentro
de la unidad. Estos sitios permanecieron negativos en
sus resultados microbioldgicos, salvo en una de las 212
muestras analizadas pero con un valor bajo la norma. Una
posible explicacion para esta mayor carga bacteriana en
el sitio 3 pudiera estar relacionada con la distribucion
no uniforme del aire, dado que en algunas situaciones se
producen zonas neutras con distinta circulacion de éste.

De la totalidad de las cepas aisladas la gran mayoria
correspondié a géneros grampositivos de la microbiota
humana, Staphylococcus coagulasa negativa Micrococcus
spp y Corynebacterium spp, y en menor cantidad, del aire
y del suelo, especialmente Bacillus spp. El resto de las
bacterias aisladas representan un porcentaje muy bajo en
este estudio, en concordancia con lo reportado por la FDA
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y otros trabajos publicados en el extranjero, en los cuales
aproximadamente 80% es aportado por los seres huma-
nos'3’. Las especies de Bacillus son microorganismos
esporulados aportados por el suelo, altamente resistentes
al ambiente y pese a esto tienen baja presencia, lo que se
explica por las medidas de control que se toman dentro
un 4rea limpia; las otras especies bacteriana encontradas
representan un porcentaje minimo.

Las acciones a tomar consideraron el recuento de cada
sitio, la tendencia de estos valores y la identificacion y tipo
de bacterias que conformaron la carga bacteriana (ambien-
tales y/o microbiota). Cuando se observa un aumento en
los valores de los recuentos de uno o varios de los sitios, se
deben revisar los parametros de temperatura y humedad. Si
el aumento de la carga bacteriana estd dado principalmente
por bacterias ambientales, se analiza el cumplimiento del
programa de aseo y se puede contemplar un reforzamiento
al grupo de operadores del drea. Si este aumento se relacio-
na con bacterias de la microbiota humana, se deben reforzar
habitos de aseo personal y observar destrezas y tiempos en
que se desarrollan los procedimientos. Se debe evaluar si
existe una circulacion de personas mayor de lo normado o
que no son los titulares para dichas funciones (vacaciones,
licencias etc). Durante nuestro estudio, siempre obtuvimos
respuestas eficientes y rapidas ante dichas medidas. Si no
se logran corregir los valores en un tiempo adecuado, es
imperioso revisar el estado de los filtros y descartar una
falla estructural del 4rea.

La implementacion del programa de monitoreo mi-
crobiologico ambiental en nuestra unidad de elaboracion
de preparados farmacéuticos estériles nos ha permitido
implementar un control microbiologico permanente sobre
un area limpia, seglin indican las normas internacionales,
para obtener las mejores condiciones y las menos ries-
gosas para los pacientes que requieran los servicios de la
UPFE del Servicio de Farmacia.

Establecer nuestros niveles de alerta y de accion ajus-
tados a nuestra condicion institucional y la identificacion
de los bacterias obtenidas en las areas mas sensibles de la
unidad, nos permitird detectar y conocer el origen de la
carga bacteriana y su implicancia en elaborar las medidas
de correccion y o los puntos a intervenir.'?,
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Resumen

Introduccion: La elaboracion de preparados far-
macéuticos estériles requiere areas limpias que deben
cumplir estdndares internacionales para minimizar la
contaminacion microbiana. Objetivo: Evaluar la calidad
bacterioldgica del aire de la Unidad de Preparados
Farmacéuticos Estériles del Servicio de Farmacia del
Hospital Clinico de la Universidad de Chile y estable-
cer niveles de alerta y accion. Material y Métodos: Se
monitorearon ocho puntos representativos de la unidad,
diariamente entre enero y febrero de 2005 y bisemanal-
mente de junio a febrero de 2006. Se estudiaron 839
muestras de aire, recolectadas mediante el método de
impacto en placa (equipo MAS-100). Resultados: De
las muestras estudiadas, 474 (56,5%) fueron positivas;
de éstas, solo 17 (3,5%) estuvieron fuera del rango
permitido, porcentaje que representa el 2% del total.
Las muestras de los sitios 1 y 2 (flujo laminar grande
y pequeio), que corresponden al area de preparacion
de preparados estériles fueron negativas. Los sitios 3
(mesén) y 4 (transfer) presentaron ocasionalmente va-
lores superiores a los limites. Los microorganismos mas
frecuentes fueron Staphylococcus coagulasa negativa,
Micrococcus spp 'y Corynebacterium spp, agentes de la
microbiota de la piel y, menor porcentaje, Bacillus spp,
agente de la microbiota ambiental. Conclusiones: Desde
el punto de vista microbioldgico, la calidad del aire de la
zona de preparaciones estériles descrita presenta niveles
ajustados a estandares internacionales. El establecer
niveles de alerta y accion institucionales y la identifi-
cacion de los microorganismos obtenidos en las areas
mas sensibles de la unidad permite cuantificar la carga
microbiana y conocer sus componentes para determinar
las intervenciones a realizar cuando ellas estén indicadas.
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