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RESUMEN

En el presente trabajo de investigacion se evalud el desempefio fisico-quimico y
microbiologico de las areas de produccion de cosméticos y productos naturales en el
Laboratorio Neofarmaco del Ecuador domiciliada en la ciudad de Ambato. Los
laboratorios farmacéuticos requieren autorizacion legal para elaborar medicamentos
en general, para ello, deben cumplir ciertas normativas como las buenas practicas de
manufactura (BPM) establecidas por las autoridades regulatorias de sanidad nacional
e internacional, asegurando los procesos de produccion y la calidad de los productos.
En la evaluacion del desempefio, se ejecutaron pruebas fisico-quimicas; donde se
determind la temperatura y humedad, la concentracion de particulas en el aire con sus
respectivos indices de capacidad de proceso (Cp), la presion diferencial, la velocidad
y tasas de cambio de aire. A continuacion, se efectué un monitoreo ambiental
microbioldgico del aire mediante diferentes muestreos como el activo del area, activo
del difusor y el muestreo pasivo. Por otra parte, para la evaluacién microbioldgica de
superficies se aplico el muestreo del hisopo, donde, se realiz6 un recuento
microbiologico de aerobios totales, mohos-levaduras y Salomonella spp. En
conclusion, con los resultados obtenidos se demostraron que ambas &reas cumplen con
todas las especificaciones establecidas y mantienen resultados consistentes, lo cual

asegura la inocuidad en la fabricacion de productos farmacéuticos no estériles.

Palabras Clave: Gestion de Calidad, BPM, Laboratorios Farmacéuticos, Normas de
Calidad, Normas ISO, Laboratorio Neofarmaco, Productos Cosméticos y Productos

Naturales
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ABSTRACT

In this study, was evaluated the physicochemical and microbiological performance of
the production areas of cosmetics and natural products at “Laboratorio Neofarmaco
del Ecuador”, located in the city of Ambato. Pharmaceutical laboratories require legal
authorization to produce medicines in general, and they must comply with certain
regulations such as good manufacturing practices (GMP) established by national and
international health regulatory authorities, ensuring production processes and product
quality. For performance evaluation, physicochemical tests were carried out to
determine the temperature and humidity, the concentration of particles in the air with
their respective process capability indexes (Cp), differential pressure, velocity air and
exchange air rates. Then, a microbiological environmental monitoring of the air was
carried out by means of different samplings such as active sampling in the area, active
sampling of the diffuser, and passive sampling. On the other hand, for microbiological
evaluation of surfaces, the swab sampling method was applied, where a
microbiological count of total aerobes, molds-yeasts and Salmonella spp was
performed. To conclude, it was demonstrated that both areas comply with all the
established specifications and maintain consistent results, which ensures the safety in

manufacture of non-sterile pharmaceutical products.

Keywords: Quality Management, GMP, Pharmaceutical Laboratories, Quality
Standards, 1SO Standards, Neofarmaco Laboratory, Cosmetic Products and Natural

Products
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CAPITULO |

1.1. ANTECEDENTES INVESTIGATIVOS

1.1.1 Descripcion de la empresa

Laboratorio Neofarmaco del Ecuador ha sido disefiada y construida en base a las
Buenas Préacticas de Manufactura, cumpliendo con las més altas exigencias a nivel
internacional. La calidad es asegurada mediante parametros claramente establecidos,
cumpliendo rigurosamente en cada uno de sus departamentos. Ademas, cuenta con
maquinaria y equipos de alta tecnologia manteniéndose a la vanguardia en los procesos
de produccién de medicamentos a nivel mundial, garantizados por un estricto control
de calidad (Neofarmaco, 2021).

1.1.2 Gestion de calidad

La gestion de calidad es un mecanismo desarrollado para detectar, reducir y corregir
posibles deficiencias analiticas internas, antes de emitir resultados. Ademas son
mecanismos, acciones y herramientas que sirven para detectar errores, por lo tanto, la
implementacion de un sistema de gestion de calidad en empresas farmacéuticas es una
una decision estratégica de las organizaciones, debido a que permite mejorar el
desempefio a nivel global, proporcionando una base sélida para futuras iniciativas
futuras con el fin de lograr desarrollo sostenible (International Organization for
Standardization, 2015).

Existen diferentes entidades internacionales como la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS), Organizacion Internacional de Normalizacion (ISO), Food and Drug
Administration (FDA), entre otras entidades encargadas de regular la industria
farmacéutica. Asi mismo en el Ecuador la Agencia Nacional de Regulacion, Control
y Vigilancia Sanitaria (ARCSA) es la entidad responsable de vigilar las condiciones

higiénico — sanitarias de los productos de uso y consumo humano, para asegurar la



calidad de los productos farmacéuticos y controlar con eficacia los procesos de
produccion en zonas y salas limpias (Agencia Nacional de Regulacion, Control y

Vigilancia Sanitaria, 2017; Peter Bonner & Holloway, 2010)

Buenas Practicas de Manufactura para productos farmacéuticos

En la industria farmacéutica, las buenas practicas de manufactura es aquella parte del
aseguramiento de la calidad que controla la produccion de productos estériles y no
estériles, con la finalidad de que cumplan con los estandares de calidad apropiados
para su uso previsto con su respectiva autorizacién de comercializacion. Las BPM
(Buenas Practicas de Manufactura) principalmente se encargan de disminuir los
riesgos inherentes en cualquier produccién farmacéutica. Tales riesgos esencialmente
son de dos tipos: la contaminacion cruzada con contaminantes inesperados y el
segundo como mezclas causadas generalmente por confusiones. Las BPM tienen como
objetivo promover la salud humana y, en consecuencia, mejorar de la calidad de vida
(Organizacién Mundial de la Salud, 2003).

BPM para productos farmacéuticos en el Ecuador

En el Ecuador la Ley Orgénica de Salud segin R. O N°449 del 20 de Octubre del 2008,
en el Articulo 131establece:“El cumplimiento de las normas de buenas practicas de
manufactura, almacenamiento, distribucién, dispensacién y farmacia, sera
controlado y certificado por la autoridad sanitaria nacional”, mientras que el
Articulo 129, dispone que: “El cumplimiento de las normas de vigilancia y control
sanitario es obligatorio para todas las instituciones, organismos y establecimientos
publicosy privados que realicen actividades de produccién, importacidn, exportacion,
almacenamiento, transporte, distribucion, comercializacion y expendio de productos
de uso y consumo humano”’(ARCSA, 2015).



Por lo tanto, los laboratorios farmacéuticos son establecimientos que necesitan
autorizacion para producir o elaborar medicamentos en general; deben cumplir con las
normas de buenas practicas de manufactura (BPM); a su vez estan establecidas por la
diferentes autoridades regulatorias de sanidad nacional y finalmente estar bajo la
direccidn técnica de quimicos farmacéuticos o bioquimicos farmacéuticos (Ministerio
de Salud Publica, 2013).

1.1.3 Validacion

En la industria farmacéutica es importante englobar los conceptos de calificacion y
validacion; estos sistemas o herramientas dentro de las BPM, aseguran de manera
documentada que un proceso realizado es viable, seguro, eficiente y reproducible. La
validacion efectiva de un proceso contribuye significativamente a asegurar la calidad
mediante la recopilacion y evaluacion documentada con un alto grado de garantia para
gue un proceso, método o sistema esté capacitado para su uso previsto. Por lo tanto, la
validacion promueve que los fabricantes comprendan y controlen todos los procesos
relevantes para la calidad, incluida la evaluacion de riesgos. A diferencia de la
calificacion, la validacion aplica a procesos y procedimientos (Food and Drug
Administration, 2011; Patrick Katz, 2016).

1.1.4 Calificacion

Segln el Anexo 5 de la guia de BPM de la OMS, establece que la calificacion de un
sistema, equipo o area; es planificar, realizar y registrar las pruebas en un equipo o
sistema, formando parte del proceso validado, con la finalidad de demostrar que
funcionaré segun lo previsto (OMS, 2011). Por otro lado, la calificacion en la industria
farmacéutica proporciona orientacion e informacion bésica para la preparacion de un
programa de calificacion de calidad mediante la verificacién documentada del sistema;
garantizando que cumpla con los estandares de calidad con la que fue previamente

disefiada y exigida por la normativa y autoridad regulatoria vigente (Ostrove, 2019).



Calificacion de zonas blancas o salas limpias

Al referirse a salas blancas o areas blancas, es importante mencionar que la calidad de
un producto esta determinada por el disefio en los procesos de fabricacion, por ende
debe cumplir con una adecuada asepsia, con un correcto estado de los equipos e
instalaciones; para ello una sala o area limpia debe estar bajo un control ambiental
definido, tanto de contaminacién microbiana y de particulas, de tal manera la sala
limpia debe garantizar que se logre minimizar o eliminar la contaminacion externa
mediante la evaluacidn sistematica de las vulnerabilidades del proceso y de factores

operativos (Cleanroom Industries Sdn. Bhd., 2015)

Por lo tanto, la calificacion de una sala limpia contempla: la verificacion documentada
realizada con el fin de asegurar que el disefio de la instalacion, los sistemas de apoyo,
entre otros, se hayan construido de acuerdo con las especificaciones de disefio
aprobadas, garantizando que las instalaciones, equipos y el entorno cumplan con los
requerimientos de usuario (URS) y juntos funcionen como un sistema controlado. Las
salas blancas se califican segun la clase elegida dentro de la ISO 14644-1, cada clase
tiene requisitos Unicos establecida para clasificar a las instalaciones (OMS, 2012,
2011)

Calificacion del desempefio (PQ)

La calificacion de desempefio es la evaluacion o verificacion documentada de un
sistema, equipo o &rea para demostrar que éste opera segun los rangos establecidos
dentro de las condiciones para una produccién adecuada. Ademas, tiene como
propdsito demostrar con evidencia objetiva que la sala limpia opera consistentemente
dentro de los parametros definidos, produciendo un resultado ambiental conforme y
deseado en salas limpias o &reas blancas para la industria farmacéutica (Bennett, Cole,
& Britain, 2003; Cleanroom Industries Sdn. Bhd., 2015).



1.1.5 Clasificacion de areasy salas limpias

Las salas o areas limpias son ambientes altamente controlados, donde la calidad del
aire es monitoreada para asegurar que el area cumple con los estandares de asepsia, de
igual modo, existen otros parametros a controlar, como el de garantizar un alto flujo
de aire fresco, una correcta filtracion del aire, el monitoreo en la temperatura y
humedad. Finalmente, la creacion de un diferencial de presion permite la proteccion,

del incontrolado ingreso de aire del ambiente hacia la sala limpia (Esteves et al., 2016).

Asimismo, un &rea limpia es definida como una zona o local con un debido control de
la contaminacion ambiental tanto microbiana y de particulas; dicha sala es construida
de tal manera que asegure la inocuidad dentro del area (OMS, 2017). Ademas, para
controlar de la concentracion de particulas contenidas en el aire tanto viables y no
viables, dentro de las salas limpias, es fundamental el correcto funcionamiento del
sistema de aire y de los filtros HEPA (High Efficiency Arrestance), los cuales realizan
la purificacion del aire al retener las particulas contaminantes del ambiente (Vargas,
2017).

La clasificacion para salas limpias o areas blancas siendo parte de la calificacion, es
un metodo para asegurar el nivel de limpieza del aire de acuerdo con las
especificaciones de salas limpias, mediante la medicion de la concentracion de las
particulas no viables contenidas. Ademas, se basa en la norma ISO 14644-1
(Clasificacion de Salas Limpias y locales anexos), la misma que establece un conjunto
de estandares y ensayos para la clasificacion de salas blancas, permitiendo demostrar

el cumplimiento de los criterios de funcionamiento de una instalacion.

Para la medicion de la concentracion de particulas contenidas en el aire, se especifica
para los diferentes tamafios de particula, comprendido entre 0,5 pm y 5 pm segun la
tabla 1, para certificar o verificar la limpieza de la instalacion segln la norma ISO-
14644-1. Por otro lado, la OMS clasifica a las areas limpias como grado A, B, Cy D
(1SO, 2016, 2014; OMS, 2012, 2017). En definitiva, Laboratorio Neofarmaco del
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Ecuador establece que las areas de cosméticos y productos naturales deben encontrarse

en una clasificacion ISO-8 y grado D para la produccion de medicamentos no estériles.

Tabla 1. Clasificacion segun el tamafio y concentracion de particulas contenidas en

el aire para salas limpias y zonas anexas

Grado/ Clasificacion Valores maximos de la concentracion de
particulas (particulas/mq)

0,5 pm 1 pm 5 pm
Grado A/ ISO 5 3520 832 20
Grado B/ I1SO 6 35200 8 320 2930
Grado C/ISO 7 352 000 83 200 2 930
Grado D/ 1SO 8 3520 000 832 000 29 300

Nota. Recuperado de I1SO, (2016) & OMS, (2012)

Conteo de particulas contenidas en el aire

La medicion de particulas en ambientes controlados es importante, debido a que una
alta presencia de particulas contaminantes puede afectar negativamente la produccion
y la productividad en cualquier industria farmacéutica, por otro lado, en el aspecto
legislativo establece que debe cumplir con los estandares de calidad requeridos para
obtener las respectivas autorizaciones y licencias exigidas por instituciones
gubernamentales y entidades regulatorias internaciones. Finalmente, el Gltimo aspecto
a considerar son las consecuencias que puede ocasionar en la salud humana. Por ende,
un sistema de monitoreo ambiental para cualquier proceso de fabricacion que requiera
una sala limpia, garantizara que la produccién no se exponga a una concentracion alta

de particulas contaminantes (Castafio & Orozco, 2008; Cobo et al., 2008).

Para clasificar una sala limpia, se necesita medir de la cantidad de particulas no viables
para los diferentes tamafios contenidas en un volumen de aire establecida por la

normativa. Segun establece la 1ISO 14644-1, una sala limpia clasificada como ISO 8,
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debe contener particulas con un tamafio que van de 0,5 a 5 micras a una concentracion
menor a 3520000 y 29300 particulas respectivamente. En concreto, las salas blancas
ISO 8 suelen corresponderse con el grado D que establece la OMS para zonas en las

que normalmente se realizan fases menos criticas de un proceso (1SO, 2016, 2014).

Para el recuento de particulas en el aire, se emplea un contador de particulas que
mediante la dispersion de la luz mide la presencia las particulas independientemente
de la composicion o forma. Por otro lado, el tiempo de muestreo es critico para conocer
el volumen de muestra y la tasa de muestreo determinada, de este modo el volumen de
muestra por ubicacion comunmente es de al menos 2 litros por 1 minuto (Spectro
Scientific, 2014; OMS, 2011). De igual manera, se debe tomar en cuenta el nimero
de mediciones por ubicacion dentro de cada area blanca o sala limpia, ya que esta en
base a valores hipergeométricos establecidos en la normativa 1ISO 14644-1 en la tabla
2 (IS0, 2016).

Tabla 2. Ubicaciones de muestreo

Area de sala limpia (m?) menor NGmero minimo de

o igual que ubicaciones de muestreo
2 1
4 2
6 3
8 4
10 5
24 6
28 7
32 8
36 9
52 10
56 11
64 12
68 13
72 14
76 15
104 16
108 17
116 18
148 19



156 20

192 21
232 22
276 23
352 24
436 25
636 26
1000 27
>1000 NL*(A/1000)

Nota. Recuperado de International Organization for Standardization, (2016).

Temperatura y humedad en salas limpias

Es fundamental monitorear la temperatura y humedad relativa, para asegurarse que
sean apropiadas y no afecten negativamente a la calidad de los productos
farmaceuticos durante su manufactura; generalmente se emplean termohigrometros
para monitorear dichos parametros. De modo que, ambas deben ser debidamente
monitoreadas para garantizar el correcto desempefio, cumpliendo asi con los requisitos
dispuestos y proporcionando un ambiente adecuado para materiales y productos. La
humedad aparentemente no puede parecer una causa obvia de problemas, sin embargo,
en el ambito farmacéutico puede comprometer negativamente al principio activo de

medicamentos (Esteves et al., 2016).

En consecuencia, un ambiente con una alta temperatura y humedad relativa puede
alentar el crecimiento microbiano; donde los microorganismos patdégenos pueden
depositarse en las corrientes de aire o sobre superficies, para ello, ambos parametros
deben ser adecuados (Page, 2020; Ginty, 2018). De este modo, para asegurar la
calidad en sus productos, Laboratorio Neofarmaco ha establecido una temperatura

minima de 30°C y una humedad relativa minima de 70%.



Presion diferencial en salas limpias

La presion diferencial en las instalaciones de salas blancas se refiere a la diferencia de
presion existente en habitaciones adyacentes. En las salas blancas, mantener una de
presion diferencial adecuada, ya sea positiva 0 negativa, es esencial para prevenir y
minimizar la contaminacién en el aire desde las salas menos limpias hasta las mas
limpias. En consecuencia, las instalaciones de fabricacion en general deben mantener
una presion positiva respecto al exterior, limitando asi la entrada de contaminantes,
por otro lado, las instalaciones donde se realizan la produccion de comprimidos
(s6lidos) con recubrimiento deben ser mantenidas a presion negativa para evitar el
escape de productos o algun compuesto potencialmente dafiino al ambiente (Page,
2020; Sun, 2013; Whyte, 2010).

La Norma I1SO 14644-4 en su apéndice A.5.3 y el Anexo 6 Serie de informes técnicos,
No. 961 de la OMS establecen que el diferencial de presién mas aceptado para la
eficiente contencion entre zonas adyacentes debe ser de al menos 15 Pascales (Pa), de
igual modo el rango aceptable esta entre 5y 20 Pa, para permitir que las puertas se
abran facilmente, evitar flujos transversales, inversiones de flujo y turbulencias
(Cleanroom Supplies Ltd, 2015; OMS, 2011).

Flujo de aire/tasas de cambio de aire en salas limpias

El flujo de aire en los procesos de produccion se estudia con el fin de demostrar que el
flujo y sus turbulencias no interfieran con los procesos criticos de produccion. Existen
dos tipos de salas blancas: flujo unidireccional y no unidireccional, segin la aplicacion
requerida. Las areas de flujo de aire unidireccional se utilizan para estados de mayor
limpieza ya que usan altas cantidades de aire en comparacion al flujo no unidireccional.
La normativa 1SO 14644-3 (Salas limpias y ambientes controlados asociados. Parte 3:
Métodos de ensayo) expresa que los cambios de aire por hora en salas limpias deben

ser diferentes para un flujo de aire unidireccional y no unidireccional (Boss, 2021).



Es importante realizar mediciones de la velocidad del aire en zonas y salas limpias,
debido a que permite obtener el volumen de aire impulsado dentro de la instalacion
por unidad de tiempo, dicho valor ayuda a obtener las renovaciones de aire por unidad
de tiempo. Ademas, un adecuado flujo de aire permite alcanzar una concentracion de

particulas dentro de los limites para cada clase o grado de salas limpias (Sandle, 2016).

De igual manera, un factor critico a controlar en el disefio de salas blancas es el cambio
de aire por hora (ACH), también conocido como tasa de cambio de aire 0 ACR; es un
componente esencial para los estandares de clasificacion. Esto quiere decir, el nimero
de veces por hora que el aire exterior filtrado reemplaza el volumen existente en un
edificio o sala. En consecuencia, las salas blancas con flujo de aire unidireccional de
clase 5 o superior, tienen las clasificaciones de sala limpia mas estrictas. Dichos
entornos, permanecen extremadamente limpios debido a que mantienen un flujo
constante de aire filtrado libre de contaminantes y evitan que las particulas se depositen

en las superficies (Tim Sandle, 2016a; Terra Universal Inc., 2012).

Segun el Anexo 5 Serie de informes técnicos de la OMS, No 961 establece que las
tasas de cambio de aire normalmente deben encontrarse en el rango de 6 y 20 cambios
de aire por hora. Por otro lado, la Norma ISO 14644-3 establece que el coeficiente de
variacion para la velocidad del flujo de aire debe ser menor al 5% de RSD (1SO, 2019;
OMS, 2011).

Desviacion Estandar Relativa (RSD)

La desviacion estandar relativa, puede ser calculada mediante el coeficiente de
variacion (CV) que relaciona la desviacion estandar y el promedio. Usualmente el CV
se multiplica por 100 para expresarlo como un porcentaje llamado desviacion estandar
relativa (relative standard deviation, RSD o0 % RSD). EI RSD es util debido a que
muestra la variabilidad en perspectiva del centro de distribucion (De Muth, 2019).
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Monitoreo ambiental de microorganismos

La carga bioldgica es la cantidad de microrganismos que viven en una superficie, para
su control, se requiere de un monitoreo ambiental microbioldgico con el objetivo de
medir el nimero total particulas viables, para obtener informacion sobre el estado de
la instalacién, garantizando que los productos elaborados en el campo farmacéutico o
médico presenten niveles microbianos adecuados para el proceso y manipulacion,
(1SO, 2014; Sandle, 2019).

La importancia de un monitoreo ambiental microbiolégico en las areas de fabricacion
de productos estériles y no estériles radica en la deteccion de la presencia de
microorganismos patogenos que puedan afectar a la salud del consumidor. Es decir, es
un medio para demostrar que la sala o area limpia presenta una calidad microbioldgica
dentro de los limites permitidos con el objeto de detectar cambios significativos de
manera oportuna. Dicho monitoreo de salas blancas generalmente esta bajo la
responsabilidad del departamento de microbiologia, donde implica la recopilacion de
datos de microbios recuperados en muestras de aire, superficies y personas dentro de
un area limpia o entorno de fabricacion o proceso. Ademas permite conocer la
efectividad de los programas de limpieza y desinfeccion, y el desempefio operativo de

los controles ambientales (Tim Sandle, 2016a, 2019a).

Mantener los niveles bajos de contaminacion en ambientes donde se desarrollan
actividades de produccion en la industria farmacéutica es fundamental para asegurar
la calidad de los productos en las areas clasificadas (Javier Bottale & Ceferina Riera,
2016). Para ello la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) establece limites
recomendados para microorganismos, donde interpreta una lista de cuatro pruebas
independientes tales como: 1) muestreo volumétrico, 2) placas de sedimentacion, 3)
placas de contacto y, 4) pinceladas con los dedos; deben realizarse durante el
monitoreo de una sala limpia, aunque no es obligatorio realizar todas las pruebas o

ensayos durante cada actividad de monitoreo en todas las clases o grados de sala limpia
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(OMS, 2012). Es recomendable realizar ensayos para determinar aerobios totales,

mohos-levaduras y realizar al menos un andlisis para detectar o determinar patégenos.

Para el monitoreo del aire tal como se observa en la tabla 3, se lleva a cabo utilizando
diferentes métodos tales como las placas de sedimentacion de agar (colocadas en los
lugares de mayor riesgo) o muestreadores de aire activos (volumétricos) para
proporcionar una evaluacion cuantitativa de la cantidad de microorganismos en el aire

por volumen de aire muestreado (Tim Sandle, 2016b).

Tabla 3. Métodos para el monitoreo microbioldgico de particulas viables.

Aire Superficie

Método #1  Muestreador de aire activo Superficie de contacto

(ufc/md) (ufc/25cm?)
Método #2  Placas de sedimentacion Hisopo (ufc/superficie)
(ufc/90 mm)
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1

Objetivo general

“Evaluar mediante ensayos fisico-quimicos y microbioldgicos el desempefio de las

areas de produccién de cosméticos y productos naturales en el laboratorio Neofarmaco
del Ecuador Cia. Ltda.”

1.2.2

Objetivos especificos

Realizar ensayos fisico-quimicos en las areas de produccion de productos

naturales y cosméticos para el control y clasificacion de areas limpias.

Evaluar la presencia de aerobios totales, mohos, levaduras y patdgenos
mediante andlisis microbioldgicos, en las areas de produccion de productos

naturales y cosméticos.

Determinar si los parametros fisico-quimicos y microbioldgicos de las areas de
produccion de productos naturales y cosméticos cumplen con lo especificado
en la normativa de &reas limpias 1SO Clase 8 - Grado D en funcion de la 1ISO
14644-3 y la OMS.
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CAPITULO I

2.1. Materiales

Tabla 4. Equipos utilizados paras los ensayos fisico-quimicas y microbiolégicas

Equipos MARCA

Contador de Particulas Met One
Termohigrometro Elicrom
Termohigrometro Boeco

Flujometro Shortridge Instruments
Anemometro Hold Peak
Mandmetros de Presion Diferencial Magnehelic
Muestreador microbiologico de Sugold

particulas
Autoclave

Bafo Maria

Cabina de flujo laminar
Incubadora

Micropipeta semiautomatica
pH-Metro

Balanza Analitica

Phoenix Luferco
Memmert
Thermo Scientific
Memmert
HandyStep
Metter Toledo
Sartorius

Elaborado por: Mosquera M, (2022)

Fuente: Laboratorio Neofarmaco del Ecuador

Tabla 5. Insumos y materiales utilizados

Insumos

Traje antifluido
Mandil

Protector de Cabello
Cooler

Marcador para Rotular
Gel refrigerante
Guantes estériles
Gradilla

0o N o o A W N B
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9

10
11
12
13
14
15

Puntas

Diluyente estéril

Frascos estériles

Hisopos de algodon, de largo aproximado de 12 cm
Tubo de ensayo con tapa hermética de 10 mL
Plantilla estéril, con un area en el centro de 100 cm?

Parafilm

Elaborado por: Mosquera M, (2022)

Fuente: Laboratorio Neofarmaco del Ecuador

Tabla 6. Reactivos utilizados

Reactivos

1
2
3

Agua purificada
NaOH
HCL

Elaborado por: Mosquera M, (2022)

Fuente: Laboratorio Neofarmaco del Ecuador

Tabla 7. Medios de cultivo microbioldgicos utilizados

Medios de Cultivo

1
2
3

4

Agar Soya Tripticasa (TSA)

Agar Sabouraud Dextrosa (SAB)

Caldo Soja Tripticaseina (TSB)

Agar Xilosa Lisina Desoxicolato (XLD)

Elaborado por: Mosquera M, (2022)

Fuente: Laboratorio Neofarmaco del Ecuador
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2.2 Métodos

2.2.1 Ensayo de contaje de las particulas contenidas en el aire

Este ensayo especifico la medicion de las concentraciones de particulas contenidas en
el aire, donde el tamafio minimo de particula debera estar comprendido entre 0,5 um
y 1 um para la clasificacion 1SO-8/Grado-D. Las mediciones se realizaron en un dia
de jornada laboral matutina, con el fin de verificar y determinar la limpieza del aire
para la clasificacion de areas en funcion de la Norma 1SO 14644-1y la OMS en su
guia de “Monitoreo Ambiental para Salas Limpias” (1SO, 2016 & OMS, 2012).

Procedimiento: En primer lugar, se defini6 el nimero total de puntos para la toma de
muestras del area segun la tabla 2, previamente se realizaron mediciones de las
dimensiones en metros cuadrados de cada seccion para calcular sus areas, segun las
tablas 8 y 9, tanto para la planta de produccion de cosméticos como de productos
naturales del Laboratorio Neofarmaco del Ecuador. Posteriormente, se procedié con la
medicion durante 60 segundos en cada punto, teniendo en cuenta que, la entrada de la
sonda del contador de particulas (Met One) permanezca en direccion vertical a una
considerable altura de trabajo. Finalmente, se recopilaron los datos de la diferencia de

presion durante 5 dias de funcionamiento.

Criterio de aceptacion: Clasificacion 1SO-8/Grado-D, para areas de preparacion de
medicamentos no estériles (1SO, 2016; OMS, 2012).

Tabla 8. Puntos de muestreo en el area de Cosméticos

Area de Cosméticos

Ubicacion Area (m?) Puntos de muestreo
CABINA 1 18,55 6
CABINA 2 13,44 6
CABINA 3 18,09 6
PASILLO 37,81 10

Elaborado por: Mosquera M, (2022)
Fuente: Laboratorio Neofarmaco del Ecuador
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Tabla 9. Puntos de muestreo en el area de Productos Naturales

Area de Productos Naturales

Ubicacion Area (m?) Puntos de muestreo
CABINA 1 7,14 4
CABINA 2 12,24 6
CABINA 3 12,26 6
CABINA 4 31,26 8

AREA DE PESAJE 12,17 6
PASILLO 31,94 8

Elaborado por: Mosquera M, (2022).

Fuente: Laboratorio Neofarmaco del Ecuador

2.2.2 Ensayo de temperatura y humedad

Este ensayo permitié demostrar que las areas y su sistema de aire y ventilacion, tienen
la capacidad de mantener el nivel de temperatura y humedad dentro de los limites
fijados segun la normativa 1SO014644-3 (1SO, 2019). Las mediciones se realizaron en

un mes de jornada laboral matutina.

Procedimiento: El ensayo se efectud después de encender por 2 horas el sistema del
aire para estabilizar las condiciones del area. Luego, para la toma de mediciones en el
area de cosmeticos, cada cabina cont6 con un termohigrometro instalado (Boeco). Por
otro lado, para el area de productos naturales se emple6 un termohigrémetro portable
(Elicrom). Finalmente, las mediciones se realizaron a las 9h00, 13h00 y 16h00 del dia
en una jornada laboral matutina en ambas areas segun la tabla 8 y 9. Se recopilaron los

datos de temperatura y humedad durante un mes de funcionamiento.

Criterio de aceptacion: Laboratorio Neofarmaco del Ecuador establece que
temperatura no debe ser mayor a 30°C y la humedad relativa no debe ser mayor al
70%.
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2.2.3 Ensayo de la velocidad del aire/tasas de cambio de aire

Este ensayo permitié medir la velocidad y las tasas de cambio de aire impulsado en
salas y zonas limpias. Para ello, la medicion del caudal de aire impulsado se efectud
con el fin de obtener las renovaciones de aire por unidad de tiempo, ademas, el ensayo
de velocidad del aire se efectto con el fin de medir la uniformidad del flujo en zonas
limpias (1SO, 2019).

Procedimiento: En primer lugar, se realizé la medicion del caudal de aire en cada
punto de suministro de aire en pies cubicos por minuto (CFM) por medio de un
Balometro (Shortridge Instruments). Por otro lado, para medir la velocidad de aire de
suministro, se realiz6 mediante un Baldmetro con su modo de medicion en
metros/segundos. Finalmente, para medir la velocidad de extraccion de aire se realizo
mediante un Anemometro (Hold Peak). Las mediciones se realizaron tomando en

cuenta las tablas 35 y 36, durante 5 dias de jornada laboral matutina por triplicado.

Criterio de aceptacion: Laboratorio Neofarmaco del Ecuador establece que los
cambios de aire deben ser > 20 cambios/hora y la uniformidad de la velocidad de flujo
de aire < 5% RSD.

Célculo para los cambios de aire/ hora

Se debe tomar en cuenta los CFM previamente medidos y el volumen de la sala limpia

segun las tablas 10 y 11. Por lo tanto, para el calculo se utilizé la siguiente formula:

_PCFM*6O

R
s v,
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Rs: Renovaciones de aire de suministro

P crp: Promedio de las 3 mediciones del caudal en CFM de cada suministro de aire

V,: Volumen de sala limpia o cabina

Tabla 10. Valores de volumen de cada sala limpia en el area de Cosméticos

Area de Cosméticos

Ubicacién Volumen (m?®)
CABINA 1 3779,81
CABINA 2 1884,48
CABINA 3 4219,55
PASILLO 2030,98

Elaborado por: Mosquera M, (2022)
Fuente: Laboratorio Neofarmaco del Ecuador

Tabla 11. Valores de volumen de cada sala limpia en el area de Naturales

Area de Naturales

Ubicacion Volumen (m®)
CABINA 1 732,35
CABINA 2 1275,67
CABINA 3 1276,94
CABINA 4 10057,62
AREA DE PESAJE 1195,01
PASILLO 1769,65

Elaborado por: Mosquera M, (2022)
Fuente: Laboratorio Neofarmaco del Ecuador

Calculo de los cambios de aire/ hora de la cabina

Para el calculo de Cambios de aire/ Hora de la cabina se debe sumar el resultado de

R previamente obtenido de cada punto de ventilacion dependiendo de la cabina.

Se empleo la siguiente formula:

RT:st

R7: Renovaciones de aire total de la cabina
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Célculo del coeficiente de variacién (RSD)

Se debe tomar en cuenta el promedio y la desviacion estandar de la velocidad medida
por cada suministro y extraccion de aire en ambas areas. Para el calculo se empleé la

siguiente formula:

%RSD = =+ 100

=l Q

o: Desviacion estandar de las réplicas
x: Promedio de las réplicas

%RSD: Coeficiente de variacion

2.2.4 Ensayo de la diferencia de presion

En este ensayo se permiti6 verificar la capacidad del area y del sistema de aire para
mantener el diferencial de presién especificado entre la instalacion y zonas anexas
(1SO, 2019).

Procedimiento: El ensayo se efectud después de encender por 2 horas el sistema del
aire para estabilizar las condiciones del area. A continuacion, las mediciones se
tomaron a las 9h00, 13h00 y 16h00, por un mes de jornada laboral matutina por
triplicado en cada area por medio de la visualizacion de mandmetros mecénicos de

presion diferencial (Magnehelic) instalados en cada cabina.

Criterio de aceptacion: La presion diferencial debe estar en el rango de 5 - 62 Pa
(0,02-0,25 In H20) (OMS, 2011).
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2.2.5 Analisis del indice de capacidad de proceso (Cp)

Se realizd un analisis de capacidad de proceso de valores individuales para los
resultados obtenidos de conteo de particulas, temperatura y humedad mediante el
programa estadistico “STATGRAPHICS CENTURION XIX” Version 19.3.02
proporcionado por el Laboratorio Neofarmaco del Ecuador. Posteriormente, se
evaluaron los valores de Cp, para verificar que las areas producen resultados

ambientales dentro de limites predefinidos.

2.2.6 Preparacién de los medios de cultivo microbiologicos

Se realiz0 la preparacion de caldo de soja tripticaseina (TSB), de agar soya tripticasa

(TSA), agar Sabouraud, y agar xilosa lisina desoxicolato (XLD). Para ello, se utilizo

agua purificada que cumple con los parametros de conductividad < 5% y < 5% de

acuerdo con la Organizacion Internacional de Normalizacién (ISO, 2015). A
continuacién, con ayuda de una probeta se transvaso el volumen de agua requerido en
cada frasco, luego en un pesa-muestras (aluminio) se pesd el medio de cultivo
deshidratado en una balanza analitica (Sartorius) y se colocé en el frasco
correspondiente. A continuacion, se llevo los frascos a bafio maria a 60°C para mejorar
la disolucién y evitar grumos. Posteriormente ajustd el nivel de pH (potencial de
hidrégeno) con NaOH o HCI 1mol/L requerido por cada medio. Finalmente, se
sometieron a bafio maria (Memmert) y se los llevé al autoclave (Phoenix Luferco) a
121 °C, 15 PSI por 15 minutos.

Los frascos de medio de cultivo se almacenaron en bafio maria a 55°C, por otro lado,
el caldo TSB fue transvasado a tubos de ensayo de 10 mL con una jeringa antes de ser

Ilevado al autoclave, para ser almacenados a refrigeracion de 2-8°C.
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2.2.7 Analisis microbioldgico del area

2.2.7.1 Método del hisopo

Seleccién de puntos de muestreo

Se tomaron en consideracion 6 puntos de muestreo de superficies por cada cabina tal

como se observa en la figura 1, en ambas areas de produccién de productos naturales

y cosmeéticos del Laboratorio Neofarmaco del Ecuador.

A

Figura 1. Ubicacién de los puntos de muestreo de superficies.
Punto 1: pared donde se encuentra la puerta.

Punto 2: pared frontal a la puerta.

Punto 3: pared izquierda respecto a la puerta.

Punto 4: pared derecha respecto a la puerta.

Punto 5: piso.

Punto 6: techo.

Elaborado por: Mosquera M, (2022)

Fuente: Laboratorio Neofarmaco del Ecuador
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Esterilizacion de los materiales

Los hisopos y plantillas utilizados se envolvieron en papel Kraft y se colocaron con
cinta indicadora de esterilizacion, donde se llevaron a esterilizacion en autoclave
(Phoenix Luferco) a 121°C, a 15 PSI por 15 minutos. Asi pues, se introdujeron los
hisopos en cada tubo de ensayo conteniendo 10 mililitros de TSB y se sellaron para

evitar contaminacion del ambiente.

Procedimiento

El muestreo se realiz6 en un dia de jornada laboral matutina. En primer lugar, se realizd
el blanco con un hisopo estéril en el diluyente. Luego, para el muestreo de las
diferentes superficies se coloc6 una plantilla (10cmx10cm) para estriar la superficie
con el hisopo en forma de zig-zag inclinandolo en un angulo de 30° dentro del
cuadrado cubriendo toda la zona tal como se observa en la figura 2. Después, se
elimino la seccion del hisopo manipulada para evitar contaminacion y se introdujo
nuevamente en la solucién TSB. Finalmente, se desinfectd la superficie muestreada

con alcohol al 70% para evitar crecimiento microbiano.

Figura 2. Método de muestreo del hisopo. (A) Se coloca el hisopo en el Caldo de cultivo.

(B) Se retira el hisopo una vez sumergido. (C) Se realiza el estriado de la superficie.

Fuente: Olivas & Alarcon, (2002)

23



Conservacion y transporte de la muestra

Las muestras se colocaron en un congelador (Cooler) con gel refrigerante distribuidas
uniformemente en la base y en los laterales, de esta manera se asegura una temperatura
del contenedor menor a 10°C, a fin de asegurar la vida util de la muestra hasta su
Ilegada al laboratorio. Se debe tomar en consideracién que el tiempo de transporte de
la muestra tomada y la recepcion en el laboratorio no debe exceder las 24 horas.

Siembra de las muestras microbioldgicas

e  Extension de superficie (Salmonella spp)

Se vertio no menos de 0,1 mL de la muestra mediante una micropipeta semiautomatica
(HandyStep) en agar XLD y se procedié a estriar por el método de extension en

superficie. A continuacion, se llevo las muestras a la incubadora (Memmert).

e Vertido en placa (Aerobios totales, Mohos-levaduras)

Se vertio no menos de 1 mL de la muestra mediante una micropipeta semiautomatica
(HandyStep) en agar TSA (Aerobios totales) y agar SAB (Mohos-levaduras) en 15-20
mL de agar fundido a 45°C. Posteriormente, se llevd las muestras a la incubadora

(Memmert).

Condiciones de incubacion y recuento microbiolégico

Una vez concluida con el muestreo y la siembra microbioldgica para los diferentes
ensayos, se procedio a incubar las cajas Petri segun la tabla 12. Posteriormente, una
vez incubadas en el tiempo establecido se realiz6 la cuantificacion mediante el

recuento de unidades formadoras de colonias (UFC) en cada caja.
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Tabla 12. Condiciones de incubacion para el muestreo microbiolédgico

Microorganismo Medio de cultivo/condiciones de
incubacion
Aerobios Totales Agar TSA
30-35 °C por 3-5 dias
Mohos-Levaduras Agar Sabouraud
20-25°C por 5-7 dias
Salomonella spp (Patdgenos) Agar XLD

30-35 °C por 18-48 horas

Elaborado por: Mosquera M, (2022)

Fuente: Laboratorio Neofarmaco del Ecuador
Célculos y reporte de resultados

Para reportar los resultados del analisis de superficies de areas, a las UFC obtenidas

del recuento en placa de agar se aplicé la siguiente formula:

N = (4
~ (Vxd)

-N: ndmero de colonias en UFC/cm?

-V: es el volumen de la alicuota sembrada en cada placa, en mililitros

-d: es el factor de dilucion correspondiente a la dilucion realizada para la suspensién
inicial.

-c: Es el nimero de colonias obtenidas a partir del recuerdo de la caja Petri.

Cuando no hubo crecimiento microbiano se aplico la siguiente férmula:

N N <10

<—— N<———;
(Vxd) 1x10-1
-V: es el volumen de la alicuota sembrada en cada placa, en mililitros

d: es el factor de dilucién correspondiente a la dilucién realizada para la suspension

inicial.
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Una vez obtenidas los UFC/cm?, se verifico que los resultados obtenidos se encuentren
dentro de los limites microbianos establecidos para areas limpias Clase D, segun la
tabla 13.

Tabla 13. Limites de contaminacion microbiana recomendados

Ensayo Microbioldgico Criterios de aceptacion
Clase D
Salmonella spp Ausente /100cm?
Aerobios totales < 200 UFC/100cm?
Mohos-levaduras <200 UFC/100cm?

Nota. Recuperado de Nassani, (2004)

2.2.8 Andlisis microbiologico del del sistema de aire y ventilacion

Se aplicaron diferentes métodos de muestreo tanto pasivo y activo, determinando el
namero de particulas viables en las areas de cosméticos y productos naturales del
Laboratorio Neofarmaco del Ecuador. EI muestreo se realizé en un dia de jornada

laboral matutina.

A. Muestreo activo del difusor

En primer lugar, se realizd un blanco con una placa de agar s6lido, seguidamente se
rotularon las placas de agar (agar TSA, agar SAB y agar XLD) y se expusieron al punto
de aire y ventilacion a una distancia de no menos de 5 cm por un tiempo de 2 minutos.

Finalmente, se sellaron las placas con parafilm para evitar la contaminacion.

B. Muestreo activo del area

En primer lugar, se realizé un blanco con una placa de agar sélido, posteriormente se
rotularon las placas de agar (agar TSA, agar SAB y agar XLD). Luego, se muestred

con una caja Petri en 3 puntos diferentes para cada cabina durante 60 segundos
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mediante un muestreador microbioldgico de aire (Sugold) a una considerable altura de

trabajo.

C. Muestreo pasivo del area

Para el muestreo pasivo se realizd un blanco con una placa de agar solido,
posteriormente se rotularon las placas de agar (agar TSA, agar SAB y agar XLD), a
continuacion, se expusieron por 4 horas minimo las placas Petri sin tapa cerca de la
entrada de cada cabina debido a que se considera que existe mayor contaminacion

ambiental.

Conservacion y transporte de la muestra

Las muestras se colocaron en un congelador (Cooler) con gel refrigerante distribuidas
uniformemente en la base y en los laterales, de tal manera permitié asegurar la
temperatura del contenedor menor a 10°C, se tomo en consideracion que el tiempo de
transporte de la muestra tomada y la recepcion en el laboratorio no debe exceder las

24 horas. Finalmente, las muestras se llevaron a la incubadora (Memmert).

Condiciones de incubacién

Una vez concluida con el muestreo para los diferentes ensayos, se procedio a rotular e

incubar las diferentes cajas Petri segun la tabla 12.
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Célculo y reporte de resultados

e Calculo y reporte de resultados para el muestreo activo

Para reportar los resultados del analisis del muestreo activo del difusor se tomoé en
cuenta las UFC obtenidas y los CFM. Se realiz6 la conversion de CFM a m® mediante
la siguiente ecuacion.

_ CFM = TE(min) * F
N 1

3

m

CFM: Flujo de aire en pie®/ min
TE: tiempo de exposicion de la placa agar
F: Factor de conversion (0,0283 m?)

Para el célculo del reporte en UFC/ m? se realizé mediante la siguiente formula:

SAVA = F

e Muestreo activo con el equipo muestreador de aire microbioldgico

Para reportar los resultados del analisis de muestreo activo con el muestreador
microbioldgico de aire se realizd la conversion de litros/min a m3/min y el recuento de

las colonias obtenidas se dividio para las 3 repeticiones.

Se aplicaron las siguientes formulas:
A partir del equipo muestreador se obtuvo:

3_100L*1m3_01 3
~ 1000 ™

A partir de las UFC obtenidas de obtuvo:

CM * 1m3

UFC = 0, 1m?
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CM: Conteo microbioldgico (UFC)

Para el calculo del reporte en UFC/ m® se realizé mediante la siguiente formula:

UFC

SAVy =—

Criterio de aceptacion para las pruebas microbioldgicas

Una vez obtenidas los resultados de UFC/m® y UFC/horas se procedié a comparar si
se encuentran dentro de los limites microbianos establecidos para areas limpias Clase

D, segln la tabla 14.

Tabla 14. Limites recomendados para la contaminacion microbiana para el Analisis

Microbiologico del del sistema de aire y ventilacion

Ensayo Método Muestreo Activo Método Muestreo Pasivo
Microbiolégico (placas 90mm)

) _ Criterios de aceptacion )
Areaclase A Areaclase D Areaclase A Areaclase D
Aerobios totales < 1UFC/m?® <200 UFC/ <1UFC/4 <100UFC/4

m3 Horas Horas
Mohos-levaduras < 1UFC/m® <200 UFC/ <l1UFC/4 <100UFC/4
m3 Horas Horas
Salmonella spp Ausente / Ausente / Ausente / 4 Ausente / 4
(Pat6genos) 100m?® 100m?® Horas Horas

Recuperado de: OMS, (2012)
Nota. UFC unidad formadora de colonias
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CAPITULO I

3.1 Analisis y Discusion de resultados

La normativa ISO 14644-1 establece los estdndares para el nivel o grado de
contaminacion por particulas no-viables, basado en la cantidad méxima permitida de
particulas por unidad de volumen especifico establecido de una sala limpia. En cuanto
a la medicion de particulas, se realizé mediante un instrumento éptico o de dispersién
de luz, para el conteo y el control de la concentracion de las particulas contenidas en

el aire de la sala limpia (Aghamiri et al., 2021).

El requisito reglamentario establece el conteo de 3 tamafios de particulas, el primero
es de 0,5 um que se acerca al de un microorganismo, en cambio 1y 5 um se acercan
méas al tamafio de las células de la piel que pueden ser transportadores de
microorganismos (Sandle, 2016).

En referencia a las pruebas realizadas de medicion de particulas, se realiz6 dicho
ensayo por 5 dias de jornada laboral tal como se observa en las tablas 15 y 16
correspondiente a las areas de cosméticos y naturales respectivamente, donde se
observa que el promedio de la concentracion de particulas para los 3 tamafios medidos
en ambas areas, cumplen y se encuentran dentro de lo establecido por la 1SO, (2016)
y la OMS, (2012) para la clasificacion de salas limpias 1SO-8/Grado-D

Los resultados del conteo de particulas mencionados, son corroborados por Padilla,
(2018) donde realizd una calificacion a un sistema de aire y ventilacion (HVAC) de
un Laboratorio Farmacéutico, similar a las areas de produccion de Neofarmaco del
Ecuador, cumpliendo con los estandares establecidos por la ISO 14644-1 y la OMS
para una clasificacion grado-D/ISO-8. De igual manera, cumple los limites
establecidos por Watson & Cogan, (2019) para niUmero maximo de particulas por

metro cubico igual o superior al tamafio indicado.
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Cabe mencionar, que para alcanzar el grado de aire deseado para la sala limpia de
grado D/ISO 8 o superior, debe contar con un sistema de aire y ventilacion que
garantice renovaciones de aire adecuadas de acuerdo con las dimensiones de la sala,
equipos y personal presente. Sin duda alguna, dicho sistema debe filtrar el aire
proveniente del exterior para proporcionar y garantizar que la sala limpia cumpla con
las condiciones requeridas, para ello emplean filtros HEPA (High Efficiency
Particulate Air) que estan constituido de muchas capas de papel filtrante, evitando asi
que las particulas pasen a través del filtro y se adhieran a éstas (Galvez et il., 2011,
Sandle, 2015).

En cuanto al promedio del contenido de particulas medido en cada localizacion de
ambas areas, segun las figuras 3 y 4, se observa que los pasillos presentan un mayor
contenido de particulas del tamafio de 0,5 wum en comparacion a las cabinas, en el caso
del area de productos naturales tiene un promedio de 368676.57 particulas/m?, en
cambio en el area de cosméticos tiene un promedio méas elevado de 389702.20
particulas/m?, sin embargo, ambas se encuentran dptimas y muy por dejado del limite
maximo establecido de 3520000 particulas por metro cubico, esto quiere decir que
ambas areas cumplen con lo dispuesto en la ISO 14644-1 (Clasificacion de la limpieza

del aire por concentracion de particulas).

Existen diferentes fuentes de contaminacion de particulas; 1) la instalacion puede
aumentar la concentracién de particulas contaminantes a través de pisos, techos y
paredes debido a los revestimientos como la pintura y otros materiales de construccién
como Yyeso, entre otros; 2) los equipos dentro de la sala limpia provocan la liberacion
de particulas debido a la friccidn y el desgaste, emitiendo contaminantes; 3) una fuente
comun de contaminantes es el personal que trabaja y se desplaza en las diferentes salas
limpias, debido a que desprenden particulas, tanto de la piel, cabello y saliva 4) y
finalmente el producto terminado como los ungiientos al envasarlos pueden generar
una alta concentracion de particulas debido a que desprenden vapores (Aghamiri et
al., 2021; Allied Cleanrooms, 2020).
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Un estudio de capacidad es clave para demostrar que un proceso cumple de manera
consistente con los requerimientos establecidos. Por lo tanto, la capacidad de proceso
se encarga de determinar si dicho rendimiento esta bajo control. Para ello dicho control,
a pesar de las variaciones naturales debe encontrarse dentro de un Limite Inferior de
Especificacion (LIE) y un Limite Superior de Especificacion (LSE) (Gonzales, 2016;
Pulido & De la VVara Salazar, 2013). En el caso del conteo de particulas, Neofarmaco
del Ecuador establece para sus areas de produccion de cosméticos y productos
naturales para cada tamafio de particula (0,5 um 1 um y 5 um) los limites superiores
de especificacion (LSE) de 3520000, 832000 y 29300 particulas respectivamente y

como limite inferior de especificacion (LIE) de O particulas.

Es importante destacar que el indice de capacidad de proceso, (Cp) permite medir la
dispersion o rendimiento del proceso en relacién con los limites de especificacion
dispuestos. Asi pues, un Cp > 1,33 significa una variabilidad adecuada cumpliendo
con las especificaciones establecidas o esperadas. Al contrario, un Cp < 1,33 evidencia
que el proceso no es capaz de cumplir con las especificaciones produciendo unidades
defectuosas (Gonzales, 2016; Pedrera & Portofilipe, 2015; Pulido & Salazar, 2013).

Los resultados de Cp obtenidos para ambas areas presentaron valores mayores a 1.33
tal como se observa en las figuras 7, 9, 11, 13, 15y 17 (anexos) para los diferentes
tamafios de particulas. Ademas, los diferentes graficos de tolerancia obtenidos segln
las figuras 8, 10, 12, 14, 16 y 18 (anexos) demuestran que ambas areas producen
valores dentro de las especificaciones establecidas para el tamafio de particulas pesar

de las variaciones existentes que presentan sus observaciones.
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Tabla 15. Resumen de contaje de las particulas contenidas en el aire Area de

Cosmeéticos
Particulas/m?®
Ubicacion Tamafio de particulas Resultado
0,5 pm 1 pm 5 pm
Promedio 380093,73  54726,83 4556,07  Cumple
Desv. Estandar 221853,75  28893,92 3983,05
CABINA 1 Maximo 767573 106676 16955
Minimo 76086 19780 706
Promedio 310091,27 42163,63 4320,67 Cumple
Desv. Estandar 121822,20 27334,97 4803,74
CABINAZ M raximo 487560 118332 19074
Minimo 109501 0537 353
Promedio 320981,50  44389,10 3378,77  Cumple
Desv. Estandar 158901,11  26330,81 2959,32
CABINA 3 Maximo 651006 89367 10596
Minimo 122218 18014 706
Promedio 389702,20 59650,86 4679,72 Cumple
PASILLOS Desv. estandar 351976,00 59426,46 4385,71

Méaximo 1978099 318968 17308
Minimo 76086 9537 353
Nota: Micrémetros (um), Desviacion estandar (Desv. estandar)

Promedio del conteo de particulas en el Area de Cosméticos
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Figura 3. Grafico de barras del promedio de concentracion de particulas en las

diferentes salas del Area de Cosméticos
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Tabla 16. Resumen de contaje de las particulas contenidas en el aire Area de

Naturales
Particulas/m?®
Ubicacion Tamafio de particulas Resultado
0,5 pm 1 pm 5 pm
Promedio 259339,85 44753,95  2719,25 Cumple
. Desviacion 10900997 2824399  1733.88
Cabina 1 estandar
Maximo 667608 109501 7412
Minimo 69181 10596 0
Promedio 286199,90 57859,33  5627,57 Cumple
Desviacion
Cabina 2 estandar 99573,47 71850,97 5211,37
Méximo 408336 428470 20134
Minimo 104556 21547 706
Promedio 240515,17 42399,10 5545,33 Cumple
Desviacion
Cabina 3 estandar 66853,19 17837,91 5436,92
Méximo 351819 93606 20134
Minimo 105616 18368 0
Promedio 350176,07 68685,52 8503,52 Cumple
Desviacion
Cabina 4 estandar 195735,98 32638,51 6923,02
Méximo 814906 146944 26139
Minimo 153302 15188 1059
Promedio 359742,80 79464,87 7535,17 Cumple
Area de Desviacion  \»396 98 76457.89  6704,20
esaie estandar
pesay Maximo 500250 279406 24019
Minimo 112327 21547 353
Promedio 368676,57 80133,30 6631,32 Cumple
. Desviaclon  »g/516 45 11281042  4557.71
Pasillos estandar
Maximo 1270575 752238 20840
Minimo 130342 20840 353

Nota: Micrémetros (um)
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Promedio del conteo de particulas en el Area de Productos Naturales
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Cabina 1 Cabina 2 Cabina 3 Cabina 4 Area de pesaje Pasillos
M Naturales 259340 44754 2719,3 286200 57859 5627,6 240515 42399 5545,3/350176 68686 8503,5 359743 79465 7535,2 368677 80133 6631,3

Figura 4. Gréfico de barras del promedio de concentracion de particulas en las

diferentes locaciones del Area de Naturales

Las salas limpias para la fabricacion de productos farmacéuticos no estériles requieren
un control de temperatura y humedad con tolerancias estrictas, para mantener y evitar
la proliferacion de microorganismos, debido a que temperaturas muy elevadas
favorecen el crecimiento microbiano, incluso una temperatura superior a los 35°C es

Optima para el crecimiento de la mayoria de patégenos (Cervantes et al., 2017).

Asi mismo, es fundamental mantener una humedad relativa adecuada, debido a que
puede comprometer la eficiencia y potencia del principio activo de los medicamentos
en produccion causando toxicidad o degradacion. Ademas, no se recomienda una
humedad mayor al 60% en salas limpias puesto que favorece el crecimiento de
microorganismos (Hanna Instruments, 2020; Mugoyela & Mwambete, 2010).
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En referencia a los resultados obtenidos de temperatura y humedad, tal como se
observa en las tablas 17 y 18 para las areas de produccion de cosméticos y productos
naturales respectivamente, el promedio de temperatura (< 30°C) y humedad (< 70%)

se encuentran dentro del limite establecido.

Se puede observar en las figuras 5y 6 de dichas areas, que presentan promedios de
temperatura muy por debajo de 30°C, de igual forma los promedios de humedad no
sobrepasan el 60% en las diferentes zonas de ambas areas. Demostrando que el sistema
de aire y ventilacion de ambas areas (Cosméticos y Productos Naturales) es capaz de
mantener los niveles de humedad y temperatura del aire dentro del rango establecido

para la fabricacion de productos farmacéuticos no estériles.

Tabla 17. Resumen de temperatura y humedad en el Area de Cosméticos

Area Temperatura (°C) Humedad
(HR%)
R1 R2 R3 Prom. R1 R2 R3  Prom. Cumple
SI/NO
19,95 2150 21,82 21,09 53,27 48,82 47,36 49,82 Sl
Cabina Desv. estandar 167 1,02 1,42 3,48 3,40 2,1
1 Minimo 18 20 20 45 42 41
Maximo 25 23 25 59 58 53
19,14 19,95 20,95 20,01 4455 46,77 43,91 45,08 Sl
Cabina Desv. estandar 1,10 1,18 1,52 3,76 2,85 2,68
2 Minimo 17 18 19 39 42 40
Maximo 21 22 23 50 51 48
22,45 2286 22,18 2250 49,73 46,00 44,77 46,83 Sl
Cabina Desv. estandar 232 130 1,57 3,07 2,69 2,39
3 Minimo 18 20 20 44 42 41
Méaximo 26 25 25 57 50 49

Nota: Promedio (Prom), Desviacion estandar (Desv. estandar). R(Repeticion).
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Promedio de Humedad del Area de Promedio de Humedad del Area de

Cosméticos Productos Naturales
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Cabina 1 Cabina 2 Cabina 3 Cabinal Cabina2 | Cabina3 Cabina4 pesaje
B Cosméticos 21,09 20,01 22,5 W Naturales 21,43 21,79 21,53 22,68 21,85

Figura 5. Gréaficos de barras del promedio de temperatura y humedad de las

diferentes salas del Area de Cosméticos y Productos Naturales

Los resultados de temperatura y humedad son corroborados por Paredes, (2020) donde
califico un area clase-D y destaca la importancia de controlar la temperatura y
humedad en la industria farmacéutica, debido a que influye en la calidad del producto
terminado. De igual manera, se basa en las normas de la OMS y en otras instituciones
donde especifican que una area Clase-D debe mantener una temperatura no mayor a
30°C y una humedad relativa menor al 80% (OMS, 2019, 2011). Por lo tanto, las areas
de fabricacion de cosméticos y productos naturales cumplen las especificaciones

requeridas para la produccion de farmacéuticos no estériles.
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Tabla 18. Resumen de temperatura y humedad en el Area de Naturales

< Cumple
o (0)
Area Temperatura (°C) Humedad (HR%b) SI/NO
R1 R2 R3 Prom. R1 R2 R3 Prom.
Cabina 1 2108 2161 2161 2143 5195 5159 5041 5132 Sl
Desv. 0854 1,021 0,906 377 4658 3,489
estandar
Minimo  19.00 2000 20,00 4400 44,00 44.00
Maximo 22,90 2350 23.10 5700 57,00 56,00
Cabina 2 2140 21,66 2232 2179 5300 5327 5014 5214 Sl
DesV. 1864 0829 1158 4293 4407 3.756
estandar
Minimo 2010 2020 20,10 4400 45,00 45,00
Maximo 23,10 2310 2450 5800 60,00 57,00
Cabina 3 2095 2155 2210 2153 5159 5177 5382 5239 Sl
Desv. 0677 0,904 1,108 4491 4262 2813
estandar
Minimo 1950 2000 20,10 4400 45,00 49,00
Maximo 22,10 23.30 24.00 5800 58,00 59,00
Cabina 4 2207 2248 2350 2268 4523 4477 4059 4353 S
DeSV. 5941 0812 1042 2839 4149 1818
estandar
Minimo 2010 21,10 20,90 4000 35,00 38,00
Maximo 24,00 2420 2520 4900 51,00 4500
2173 21,78 22,05 2185 5241 5136 5327 5235 Sl
Area de Desv. 1019 0925 0,852 3283 3426 3507
esaie estandar
pesa) Minimo  19.90 19.90 20,60 47.00 46,00 48,00
Maximo 2340 23.60 24,10 5900 57,00 59,00

Nota. Promedio (Prom), Desviacidn estandar (Desv. estandar). R(Repeticion).

En referencia a los valores de Cp obtenidos para la temperatura y humedad relativa,
segun las figuras 19, 21, 23 y 25 en anexos para las areas de Cosméticos y Naturales,

todas presentan un Cp > 1,33 demostrando asi que a pesar de las variabilidades

naturales que presenta el proceso es mas que adecuado y se encuentra dentro de las

especificaciones establecidas. Ademas, los graficos de tolerancia segun las figuras 20,
22, 24 y 26 en anexos se evidencia que las observaciones con sus respectivas

variaciones se encuentran dentro del LIE y del LSE.
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La velocidad de aire que suministra un sistema de aire y ventilacion es un aspecto clave
para mantener asepsia en salas limpias. Ademas, ésta debe estar disefiada para eliminar
particulas contaminantes del ambiente, evitando su asentamiento en las diferentes
superficies. Por otra parte, los patrones de distribucién de aire deben ser efectivos y
apropiados. Otro aspecto fisico a considerar en el sistema de aire y ventilacién, son las
tasas de cambio de aire que puede proporcionar, debido a que mantienen el control del
area limpia mediante cambios de aire, diluyendo asi cualquier contaminacion
producida por una elevada concentracion de particulas a una concentracién aceptable
(Sandle, 2016; OMS, 2017).

En cuanto a los resultados obtenidos de velocidad o flujo de aire para el suministro y
extraccion del sistema de aire y ventilacion de las areas de cosméticos y naturales,
segun las tablas 19, 20, 21 y 22 se observa que ambas areas se encuentran dentro del
limite de coeficiente de variacion < 5% RSD que establece el Laboratorio Neofarmaco.
Adicionalmente, cumplen segun lo establecido por Tim Sandle, (2016) con una
velocidad de aire de 0,45 m/s para suministro y extraccion.

En referencia a los resultados de las tasas de cambios de aire segun las tablas 23 y 24
para las areas de cosméticos y naturales respectivamente, se observa que ambas areas
cumple segun la OMS, (2011) donde establece que los cambios de aire/hora deben ser
mayor a 20. Asi mismo, los resultados anteriormente mencionados son corroborados
por Paredes, (2020) y Tim Sandle, (2016) donde del mismo modo establecen que las

renovaciones de aire para areas grado-D requiere un minimo de 20 cambios por hora.
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Tabla 19. Resumen de la uniformidad de velocidad del suministro de aire del area de

Cosmeéticos

Ubicacion  Ext. de Velocidad: m/s Desv. RSD Cumple
aire R1 R2 R3 Prom. estdndar (<5%) SI/NO

Cabina 1 EXTC1 2,08 2,08 206 2,07 0,01 0,56 Sl
EXTC2 242 238 240 2,40 0,02 0,83 Sl
EXTC3 198 196 2,00 1,98 0,02 1,01 Sl

Cabina 2 EXTC4 208 210 214 211 0,03 1,45 Sl
EXTCS 202 206 202 2,03 0,02 1,14 Sl

Cabina 3 EXTC8 3,04 3,08 3,02 3,05 0,03 1,00 ]
EXTC9 258 2,58 2,58 2,58 0,00 0,00 Sl
EXTC10 1,74 1,74 1,70 1,73 0,02 1,34 Sl

Area de EXTC6 2,02 202 200 201 0,01 0,57 Sl
lavado EXTC7 2,00 198 2,02 2,00 0,02 1,00 Sl

Nota. Extraccion de aire (Ext. de aire). R(Repeticion).

Tabla 20. Resumen de la uniformidad de velocidad de extraccion de aire del area de

Cosméticos
Ubicacién ~ Sum. Velocidad: m/s Desviacion RSD  Cumple
de estandar  (<5%) SI/NO
aire. Rl R2 R3 Prom.
SC1 2,02 206 20 203 0,03 1,51 Sl
: SC2 3,06 3,10 3,08 3,08 0,02 0,65 Sl
Cabina 1
SC3 2,00 2,00 2,00 2,00 0,00 0,00 Sl
SC4 146 152 150 1,49 0,03 2,05 Sl
SC5 152 150 152 151 0,01 0,76 Sl
Pasillo SC6 146 1,42 142 143 0,02 1,61 Sl
SC9 2,00 2,00 202 2,01 0,01 0,58 Sl
Cabina 2 SC7 2,10 214 216 2,13 0,03 1,43 Sl
SC8 2,38 2,38 240 233 0,01 0,50 Sl
SC10 1,62 1,64 168 1,65 0,03 1,86 Sl
: SC11 1,9 1,98 192 195 0,03 1,56 Sl
Cabina 3
SCl12 222 222 220 221 0,01 0,52 Sl
SC13 1,90 1,92 188 1,90 0,02 1,05 Sl

Nota: Suministro de aire (Sum. de aire). R(Repeticion).
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Tabla 21. Resumen de la uniformidad de velocidad del suministro de aire del area de

Naturales

Sum. de Velocidad: m/s Desv. RSD Cumple
aire R1 R2 R3 Prom. estdndar (<5%) SI/NO

Ubicacion

Cabina 1 SM9 1,46 152 1,48 149 0,03 2,05 Sl
Cabina 2 SM10 1,34 138 138 1,37 0,02 1,69 Sl

SM11 2,18 2,18 2,20 2,19 0,01 0,53

Cabina3 o 230 236 232 233 003 131 Sl
SM1 236 236 238 237 001 049
SM2 238 234 238 237 002 0098
SM3 238 240 236 238 002 084
cabraa SV 214 214 218 215 002 107

SM5 248 246 248 247 0,01 0,47
SM6 254 256 252 254 0,02 0,79
SM7 2,32 2,38 2,40 2,37 0,04 1,76
SM8 230 230 234 231 0,02 1,00

Area de SM13 324 320 324 3723 0,02 0,72 Sl
pesaje SM14 162 168 1,70 1,67 0,04 2,50

SM15 3,06 3,08 3,08 3,07 0,01 0,38

SM16 2,60 2,64 2,66 2,63 0,03 1,16 Sl

Pasillo

Nota: Suministro de aire (Sum. de aire). R(Repeticion).

Es fundamental monitorear la presurizacion de las salas limpias en un entorno de
fabricacion, para garantizar que el aire contaminado no ingrese en el interior de la sala
limpia y verificar que la sala blanca mantiene una presion diferencial adecuada con
salas adyacentes (Welker, 2010).

Es importante resaltar que los resultados de varios estudios publicados para el
monitoreo ambiental de salas limpias y los analisis microbioldgicos, desarrollados por
varias instituciones, tanto para los métodos de muestreo microbioldgicos activos y
pasivos es limitada, escasa y confidencial en ciertos casos. Por lo tanto, es muy
complejo realizar una comparacion bibliogréfica de la calidad microbioldgica en salas
limpias (Utescher et al., 2007).
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Tabla 22. Resumen de la uniformidad de velocidad de extraccion de aire del area de

Naturales
C . Velocidad: m/s , Cumple
Ubicacidén Ext. de aire RL R2 R3 Prom Desv. estandar RDS SI/NO
Cabina 1 EXT11 3,40 3,46 3,46 3,44 0,03 2,63 |
Cabina 2 EXT12 236 244 246 242 0,05 2,66 |
Cabina 3 EXT13 224 222 220 2,22 0,02 2,28 Sl
EXT1 1,72 1,76 174 1,74 0,02 0,00
EXT2 3,16 3,30 3,18 3,21 0,08 3,65
EXT3 2,38 238 236 237 0,01 2,66
Cabina 4 EXT4 1,90 1,90 190 1,90 0,00 0,00 S|
EXT5 408 4,16 4,16 4,13 0,05 1,12
EXT6 272 274 274 273 0,01 0,42
EXT7 242 244 244 243 0,06 0,47
EXTS8 3,36 3,42 3,36 3,38 0,03 1,02
Area de pesaje EXT14 244 248 246 2,46 0,02 0,81 Sl
Area de lavado EXT9 1,76 1,80 1,76 1,77 0,02 1,30 S|
EXT10 234 236 234 235 0,01 0,49
Nota. Extraccion de aire (Ext. de aire). R(Repeticion).
Tabla 23. Resumen de las renovaciones de aire en el Area de Cosméticos
Ubicacion Volumen Sum. de Caudal CFM: Pie’/ min i?:?z?Loosrge 216;2?;100126) Cumple
(Pied) aire R1 R2 R3  Prom. -~ ) SI/NO
suministro cabina
SC1 353,8 358,6 355,6 356,00 5,65
. SC2 376,0 377,8 3754 376,40 5,97
Cabinal 377981 SC3 3214 3244 3254 32373 514 23,13 S|
Sc4 404,0 398,8 400,6 401,13 6,37
SC5 240,2 244,8 243,0 242,67 7,17
Pasillo 2030,98 SC6 2356 236,2 2354 235,73 6,96 21,72 Sl
SC9 255,0 256,6 259,2 256,93 7,59
. SC7 324,2 324,0 328,6 325,60 10,37
Cabina2 188448 SC8 3546 3576 3586 35693 11,36 21,73 S|
SC10 420,4 422,8 423,0 422,07 6,00
. SC11 479,2 4786 4814 479,7 6,82
Cabina3  4219,55 SC12 4350 4352 4354 4352 6,19 24,88 S|
SC13 4118 4112 4148 412,6 5,87

Nota: Suministro de aire (Sum. de aire). R(Repeticion).
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Tabla 24. Resumen de las renovaciones de aire en el Area de Naturales

sum Caudal CFM: Pie3/ min Cambios  Cambios
... Volumen ' de aire/ de aire/ Cumple
Ubicacion . 3 de
(Pie®) aire R1 R2 R3  Prom. hora hora SI/NO
suministro  cabina
Cabinal 732350 SM9 27180 27240 27140 27187 2227 2227 SI
Cabina2 127567 SMI10 44200 44100 43840 44047 20,70 20.72 S|
. SM11 22900 2326 2288 23013 1081
Cabina3 127694 115 23700 2386 2388 23813 1119 22,00 S|
SM1 4494 4532 4530 45187  2.70
SM2 4876 4892 4894 48873  2.92
SM3 4752 4744 4746 47473 2.83
. SM4 4388 4404 4414 44020  2.63
Cabinad  10057.62 e c41's 5214 5252 52947 316 21,98 S|
SM6 43000 4326 4338 43213 258
SM7 4408 4382 4418 44027  2.63
SM8 4328 4136 4346 42700 255
Area de SMI13 2428 2424 2482 24447  12.27
pessie 1O M4 2306 2310 2304 23067 1158 23,86 S|
pasillo 176065 SMI5 3420 3450 3434 34347 1165 2521 .

SM16 401,4 3998 3994 400,02 13,56

Nota: Suministro de aire (Sum. de aire), Promedio (Prom.), R(Repeticion).

Los resultados de presion diferencial establecido por la OMS, (2019) se encuentran
dentro del rango establecido (5-20 Pascales) para ambas areas tal como se observa en
las tablas 25 y 26. De manera similar se puede comparar con los resultados de Padilla,
(2018) en la calificacion de un sistema de aire y ventilacion estableciendo los limites
mencionados para salas grado-D. En definitiva, esto demuestra que el sistema de aire
y ventilacion de las areas de cosméticos y productos naturales tienen la capacidad de
mantener la presion diferencial especificada, asegurando la inocuidad en la fabricacion

de productos farmacéuticos no estériles.
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Tabla 25. Resumen de datos de presion diferencial del Area de Cosméticos

Area de Cosméticos
Presion Diferencial (Pa)

R1 R2 R3 Promedio Cumple Si/No

Cabina 1 14,55 1191 941 11,95 Si
Cabina2 1 1455 11,77 791 11,41 Si
Cabina3 1 15,00 11,1 8,14 11,68 Si

Nota: R (Repeticion), Pa (Pascales).

Tabla 26. Resumen de datos de presion diferencial del Area de Naturales

Area de Naturales
Presion Diferencial (Pa)

R1 R2 R3 Promedio Cumple Si/No

Cabina 1 11,82 11,55 11,18 11,52 Si

Cabina 2 8,64 8,64 8,64 8,64 Si

Cabina 3 14,82 14,73 14,73 14,76 Si

Cabina 4 9,68 9,95 9,68 9,77 Si
Area de

) 15,00 14,77 14,73 14,83 Si
pesaje

Nota: R (Repeticion), Pa (Pascales).

Por lo tanto, para garantizar y mantener la integridad de las salas limpias requiere de
mucho esfuerzo, pues existen 3 fuentes principales de contaminacién tales como: 1)
errores humanos, 2) superficies del area de la habitacion y finalmente 3) aire del
exterior que puede ingresar a la sala, la misma que al no ser inocuay controlada pueden
ocasionar una proliferacion de microbios aerobios, causando asi contaminacion hacia
las distintas &reas y a los distintos procesos de manufactura en produccion
(Wu & Liu, 2007).

Es fundamental tomar muestras microbioldgicas en las salas limpias para determinar

y garantizar que las concentraciones de contaminacion microbiana, tanto en las
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superficies como en el aire se encuentran dentro de los estandares establecidos
(Whyte, 2005). Ademas, la normativa ISO 14644-1 e 1SO 14698-1 no establecen
limites ni asignan valores de clasificacion para particulas viables en superficies. Por lo
cual, los niveles de contaminacion microbiana deben ser determinados por el usuario
(Salaman, 2018). De este modo, Laboratorio Neofarmaco del Ecuador establece un
limite de < 200 UFC/100cm? para aerobios totales y mohos-levaduras, con ausencia de

patogenos para el analisis microbioldgico de superficies (método el hisopo).

En cuanto al método del hisopado, se emplea un hisopo humedecido, para
posteriormente frotar en un espacio determinado y colocarlo en el diluyente con el fin
liberar los microorganismos existentes en un medio sélido (Pérez & Sanchez, 2010).
Los resultados obtenidos para dicho método se observan en las tablas 27 y 28, el cual
consistio en diferentes muestreos microbioldgicos, evidenciando un crecimiento de
aerobios totales y mohos-levaduras dentro del rango establecido < 200 UFC/100cm?
sin presencia de Salmonella spp y cumpliendo lo establecido por Nassani, (2004) en
referencia a los criterios de aceptacion de “Validacion de Limpieza en la Industria

Farmacéutica”.

En referencia a los resultados del hisopado anteriormente mencionados, son
corroborados por Sandle, (2014) quien realizd un estudio microbioldgico para salas
blancas farmacéuticas; donde se tomaron muestras de una sala limpia de clasificacion
ISO-8/grado-D y se evidenci6 que la carga microbioldgica se encuentra dentro de los
limites establecidos. Asi, los resultados de los diferentes muestreos microbiol6gicos
aplicados, tales como el método del hisopo, muestreo pasivo, activo del area y del
difusor, para las areas de Cosméticos y Naturales, se encuentran dentro del rango
establecido segun el estudio realizado por Mohamad et al., (2011) aplicado en un
entorno de la instalacién farmacéutica grado-D, donde cumple con los limites
establecidos para el método del hisopado (<50 UFC/placa), para el muestreo pasivo
con placas de sedimentacion (< 100 UFC/4 horas) y finalmente para el muestreo activo
del rea y difusor (< 200 CFU/ md).
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Dado que la técnica del hisopado utilizada para el muestreo es muy dificil de
estandarizar, debido a la técnica de muestreo, sin embargo, Whyte, (2005) realizé un
estudio para determinar la eficiencia de recoleccion de los métodos de muestreo de
superficie, donde se determind una eficiencia de recoleccion de alrededor del 60 %.
Por lo tanto, el método de muestreo de siembra de superficie con hisopo brinda los
resultados aplicables debido a que imita la manera en que los microorganismos se

encuentran naturalmente en las superficies y paredes de las salas limpias.

Tabla 27. Resumen del Analisis microbioldgico del area (Método del Hisopo) en el
Area de Cosméticos

Resultados (UFC/ 100 cm?)

Ubicacion Punto de Aerobi  Mohos- Patogenos Cumplimiento
muestreo 0S levaduras (Salmonella spp)
totales
Pared frontal (2) 10 10 Ausente Cumple
Pared Derecha (4) 20 10 Ausente Cumple
. Pared Izquierda (3) <10 20 Ausente Cumple
Cabina 1 Techo (6) <10 <10 Ausente Cumple
Pared Puerta (1) <10 <10 Ausente Cumple
Piso (5) <10 10 Ausente Cumple
Techo (6) <10 30 Ausente Cumple
Pared Derecha (4) <10 <10 Ausente Cumple
Cabina 2 Pared lzquierda (3) <10 <10 Ausente Cumple
Pared Frontal (2) <10 <10 Ausente Cumple
Piso (5) <10 20 Ausente Cumple
Pared Puerta (1) <10 <10 Ausente Cumple
Techo (6) 10 10 Ausente Cumple
Pared Derecha (4) <10 <10 Ausente Cumple
Cabina 3 Pared Izquierda (3) 10 <10 Ausente Cumple
Pared Frontal (2) 10 <10 Ausente Cumple
Piso (5) <10 <10 Ausente Cumple
Pared Puerta (1) 10 10 Ausente Cumple
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Tabla 28. Resumen del Andlisis microbioldgico del area (Método del Hisopo) en el

Area de Naturales

Ubicacion Punto de Resultados (UFC/ 100 cm?) Cumplimiento
muestreo Aerobios  Mohos- Patogenos
totales levaduras (Salmonella
spp)
Piso (5) <10 <10 Ausente Cumple
Pared Derecha (4) <10 <10 Ausente Cumple
) Pared Izquierda (3) 10 <10 Ausente Cumple
Cabina 1 Pared frontal (2) <10 <10 Ausente Cumple
Techo (6) 10 <10 Ausente Cumple
Pared Puerta (1) 10 <10 Ausente Cumple
Techo (6) 20 60 Ausente Cumple
Pared Derecha (4) <10 <10 Ausente Cumple
Cabina 2 Pared Izquierda (3) 10 10 Ausente Cumple
Pared Frontal (2) 10 <10 Ausente Cumple
Piso (5) 20 <10 Ausente Cumple
Pared Puerta (1) <10 <10 Ausente Cumple
Techo (6) <10 10 Ausente Cumple
Pared Derecha (4) <10 <10 Ausente Cumple
Cabina 3 Pared Izquierda (3) 20 <10 Ausente Cumple
Pared Frontal (2) <10 <10 Ausente Cumple
Piso (5) <10 <10 Ausente Cumple
Pared Puerta (1) <10 10 Ausente Cumple
Piso (5) 70 150 Ausente Cumple
Pared Derecha (4) <10 <10 Ausente Cumple
Cabina 4 Pared lzquierda (3) 10 10 Ausente Cumple
Pared frontal (2) 10 <10 Ausente Cumple
Techo (6) <10 <10 Ausente Cumple
Pared Puerta (1) <10 <10 Ausente Cumple

La normativa de la United States Pharmacopeial, (2013) en el capitulo <1116>

establece que se debe realizar al menos una prueba para la identificacion de patdgenos

en areas no estériles. Por lo tanto, se evalud la presencia de Salmonella spp. en las

salas limpias, debido a que es una causa principal de enfermedades, morbilidad,

mortalidad y pérdidas econdmicas en la industria farmacéutica (Hald, 2013). De la

misma forma Kanegsberg & Kanegsberg (2011) advierte que no debe ingresar

Salmonella spp al ambiente de una sala limpia, debido a que puede producir
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endotoxinas que son dificil de eliminar mediante técnicas de esterilizacion. Ademas,
dicho organismo podria comprometer muy seriamente la salud de un paciente y
provocar incluso la muerte. En definitiva, los resultados obtenidos del muestreo
microbioldgico de areas y del sistema de aire y ventilacion para ambas &reas de

produccion, no presentaron crecimiento de Salmonella spp.

En particular, la medicién pasiva de microorganismos permite predecir la tasa de
contaminacion en el area en conjunto con el nimero microorganismos que se asientan
en las superficies. Al contrario, se emplea el método activo con el fin de obtener
informacion sobre la concentracion de las particulas viables inhalables contenidas en
la sala limpia (Napoli et al., 2012). Asi mismo, Utescher et al., (2007) menciona que
el contenido microbioldgico de aire pasivo y activo proporciona informacién para la
evaluacion y control de la calidad del aire en busca de particulas viables en el sistema

de aire y ventilacion en areas.

Los resultados microbioldgicos obtenidos para ambas areas, en el caso del muestreo
activo del difusor segun las tablas 30 y 31, y en el caso del muestreo activo del area
segun las tablas 32 y 33, se observan resultados dentro de los limites establecidos
< 200 UFC/m? sin presencia de Salmonella spp. Del mismo modo los resultados del
muestreo pasivo del area segun las tablas 33 y 34, se encuentran dentro de los limites
establecidos < 100 UFC/4 h, sin presencia de Salmonella spp. Adicionalmente,
Watson & Cogan, (2019) establecen limites de contaminacion ambiental para salas
limpias en operacion < 200 UFC/m®y < 100 UFC/4 h, donde los resultados
anteriormente mencionados cumplen con dichos limites establecidos para el grado-D

en salas limpias.

En cuanto al muestreo activo del area, éste emplea un muestreador microbioldgico de
aire que acelera las particulas del ambiente hacia una caja Petri, a una alta velocidad
por varios orificios, donde las particulas que transportan microbios impactan con la

superficie del agar para su posterior incubacion (Garcia et al., 2019; Whyte, 2005).
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Los resultados microbiolégicos del muestreos activo presentan en su mayoria el
crecimiento de aerobios totales y mohos-levaduras inferior a 1 UFC/m?, cumpliendo
asi con las especificaciones de una sala limpia de grado-A/ ISO-5 (Sandle, 2019). Por
lo tanto, la inocuidad de ambas areas podria incluso encontrarse en una categoria

superior segun los resultados obtenidos del método de muestreo activo del area.

En cuanto al método de muestreo activo del difusor, se requiere colocar la caja Petri
debajo del difusor de aire por al menos 2 minutos, y posteriormente mediante la
medicion de los CFM obtenidos anteriormente y el factor de conversién, se debe
transformar los minutos de exposicién del flujo de aire del difusor a metros cubicos.
Finalmente se obtiene los resultados en UFC/m? tal como se observa en las tablas 29
y 30.

Tabla 29. Resumen del Analisis Microbioldgico del del sistema de aire y ventilacion

del Area de Cosméticos (Muestreo activo del difusor)

Resultados (UFC/ m®)

Ubicacion  Aerobios Mohos- Patogenos Cumplimiento
totales levaduras (Salmonella spp)
Cabina 1l 1 5 Ausente Cumple
Cabina 2 12 8 Ausente Cumple
Cabina 3 <1 6 Ausente Cumple
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Tabla 30. Resumen del Andlisis Microbioldgico del del sistema de aire y ventilacién

del Area de Naturales (Muestreo activo del difusor)

Ubicacion Resultados (UFC/ m®) Cumplimiento
Aerobios  Mohos- Pat6genos
totales levaduras (Salmonella
spp)
Cabina 1 2 17 Ausente Cumple
Cabina 2 7 20 Ausente Cumple
Cabina 3 3 15 Ausente Cumple
Cabina 4: Maceracion 1 7 Ausente Cumple
Cabina 4: Destilado 25 14 Ausente Cumple
Cabina 4: Preparacion 13 35 Ausente Cumple
Cabina 4: Envasado Primario 5 9 Ausente Cumple
Area de pesaje 11 6 Ausente Cumple

En el caso del muestreo pasivo, emplean placas de sedimentacion abiertas que permite
que corrientes de aire con microorganismos suspendidos entren en contacto con las
placas, evaluando asi el nimero de microorganismos de manera semicuantitativa,
mediante el nimero de UFC por cada 4 horas (Araujo, 2020; Tim Sandle, 2019).
Dicho método concuerda con las Directrices de la Union Europea para buenas
practicas de fabricacion, donde recomiendan expresar la contaminacion microbiana
como CFU/4 horas en operaciones farmaceuticas sujetas a requisitos reglamentarios
(Tim Sandle, 2015).

En cuanto a los resultados del muestreo pasivo, como se observan en la tabla 33 y 34,
se destaca que, en el area de productos naturales, presenta una mayor presencia de
microorganismos respecto al area de Cosméticos, especificamente en la cabina 4. Sin
embargo, los resultados obtenidos demuestran que se encuentran dentro del limite
establecido por “Monitoreo ambiental de salas limpias en instalaciones de fabricacion”

segun la OMS para placas de sedimentacion (OMS, 2012).
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Por lo tanto, la calidad microbiol6gica evaluada en superficies y aires mediante los
diferentes métodos de muestreo para los analisis microbioldgicos de areas y del
sistema de aire y ventilacion en las plantas de produccion de cosméticos y productos
naturales, presentan resultados muy satisfactorios que evidencian un alto control, una

adecuada limpieza e inocuidad de ambas areas.

Tabla 31. Resumen del Analisis Microbioldgico del del sistema de aire y ventilacion

del Area de Naturales (Muestreo activo del Area).

Ubicacion ~ Sum. de Resultados (UFC/ m®) Cumplimiento
Aire Aerobios Mohos- Patdgenos
totales levaduras (Salmonella spp)

Cabina 1 SM9 <1 <1 Ausente Cumple
Cabina 2 SM10 <1 <1 Ausente Cumple
Cabina 3 SM11 <1 <1 Ausente Cumple
SM12 <1 <1 Ausente Cumple
SM1 <1 <1 Ausente Cumple
SM2 <1 <1 Ausente Cumple
SM3 <1 <1 Ausente Cumple
. SM4 <1 1 Ausente Cumple
Cabina 4 SM5 <1 <1 Ausente Cumple
SM6 1 <1 Ausente Cumple
SM7 <1 <1 Ausente Cumple
SM8 <1 <1 Ausente Cumple
Area de SM13 <1 <1 Ausente Cumple
pesaje SM14 <1 <1 Ausente Cumple

Nota. Suministro de aire (Sum. de aire)
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Tabla 32. Resumen del Analisis Microbioldgico del del sistema de aire y ventilacion

del Area de Cosméticos (Muestreo activo del Area)

Resultados (UFC/ m®)

Sum. de

Ubicacion Aj Aerobios Mohos- Patdgenos Cumplimiento
ire
totales levaduras (Salmonella spp)
SC1 <1 1 Ausente Cumple
Cabina 1 SC2 1 1 Ausente Cumple
SC3 <1 <1 Ausente Cumple
SC4 <1 <1 Ausente Cumple
. SC7 <1 <1 Ausente Cumple
Cabina 2 SC8 <1 <1 Ausente Cumple
SC10 <1 <1 Ausente Cumple
Cabina 3 SC11 <1 <1 Ausente Cumple
SC12 <1 <1 Ausente Cumple
SC13 <1 <1 Ausente Cumple

Nota. Suministro de aire (Sum. de aire)

Tabla 33. Resumen del Andlisis Microbioldgico del del sistema de aire y ventilacién

del Area de Cosméticos (Muestreo pasivo del Area)

Resultados (UFC/ 4 Horas)

Ubicacion  Aerobios Mohos- Patogenos Cumplimiento
totales levaduras (Salmonella spp)

Cabina 1 3 3 Ausente Cumple

Cabina 2 1 1 Ausente Cumple

Cabina 3 1 1 Ausente Cumple
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Tabla 34. Resumen del Andlisis Microbioldgico del del sistema de aire y ventilacién

del Area de Naturales (Muestreo pasivo del Area)

Ubicacién Resultados (UFC/ 4 Horas) Cumplimiento
Aerobios Mohos- Patdgenos
totales levaduras  (Salmonella
spp)
Cabina 1 1 8 Ausente Cumple
Cabina 2 4 11 Ausente Cumple
Cabina 3 2 10 Ausente Cumple
Cabina 4: Maceracion 2 6 Ausente Cumple
Cabina 4: Destilado 7 15 Ausente Cumple
Cabina 4: Preparacion 5 10 Ausente Cumple
Cabina 4: Envasado 3 9 Ausente Cumple
Primario
Area de pesaje 5 4 Ausente Cumple
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CAPITULO IV

4.1 Conclusiones

Se realizaron diferentes ensayos fisico-quimicos en las areas de produccion de
cosmeéticos y productos naturales para el monitoreo, control, evaluacién y clasificacion
de las misma; la evaluacién de particulas no viables (0,5 - 5 micras) en ambas areas de
cumplen con la concentracion maxima permitida, del mismo modo, los ensayos de
presion diferencial demuestran que ambas areas se encuentran en el rango establecido
(5-20 Pascales) para cada cabina. Ademas, presentaron resultados satisfactorios en las
evaluaciones de la velocidad del aire con un RSD inferior al 5% y con tasas de cambio
de aire > 20 cambios /hora por cabina. Por otro lado, los resultados de temperatura y
humedad para ambas areas presentaron valores dentro de las condiciones maximas
permitidas, cumpliendo con lo establecido por el “Laboratorio Neofarmaco del
Ecuador” para el correcto desempefio de sus areas. En general, ambas areas con su
correspondiente sistema de aire y ventilacion demuestran efectivad debido a que
presentan valores Optimos que obedecen con las condiciones de funcionalidad y

seguridad previstas, para la fabricacién de medicamentos no estériles.

Se evalud la presencia de aerobios totales, mohos, levaduras y Salmonella spp
(patégenos) mediante diferentes muestreos microbiol6gicos tanto en aire como en
superficies para ambas areas. En particular, el andlisis microbioldgico del area
aplicado para el andlisis de superficies mediante el muestreo del hisopado, presento
resultados dentro de los pardmetros establecidos < 200 UFC/100cm? con respaldado
de la guia “Validacion de Limpieza en la Industria Farmacéutica” basado en la FDA
para la fabricacion de medicamentos no esteriles. Por otro lado, el andlisis
microbiol6gico del sistema de aire y ventilacion mediante el muestreo pasivo,
muestreo activo del area y muestreo activo del difusor, presentd resultados dentro de
los limites establecidos < 200 UFC/m®y < 100 UFC/4 h respectivamente, permitiendo
evidenciar el cumplimiento de las BPM, evidenciando seguridad, eficacia, control y

calidad en los productos de fabricacion.
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Se determind que los resultados de los diferentes parametros fisico-quimicos
evaluados, especificamente la concentracion de particulas en el aire, ademas de los
diferentes analisis microbioldgicos realizados dentro de las areas de produccién de
cosmeéticos y productos naturales, permiten clasificar a dichas areas como ISO 8/
Grado-D para la manufactura de productos farmacéuticos no estériles, segun lo
especificado en la normativa 1SO 14644-1 (Clasificacion de la limpieza del aire
mediante la concentracion de particulas) y la OMS (Monitoreo ambiental de salas

limpias).

Se evaluo el indice de capacidad de proceso para diferentes factores ambientales
criticos de operacidn (concentracion de particulas en el aire, la temperatura y humedad
relativa.) para ambas areas de produccion, donde los resultados de los parametros
analizados presentaron un Cp > 1,33 demostrando seguridad en los procesos de
manufactura de medicamentos no estériles debido a la capacidad de generar resultados
consistentes y dentro de los limites de especificacion toleradas para el aseguramiento
de calidad.

4.2 Recomendaciones

Efectuar monitoreos periddicos de las areas para mantenimiento, verificacion y
conservacion de acuerdo con el cumplimiento de parametros definidos y a las

especificaciones

Mantener actualizada la documentacion del area y del sistema de aire y ventilacion,
incluidos los manuales de operacion y mantenimiento los planos, los procedimientos,
los registros necesarios y todo lo relacionado a las areas, incluido los registros en las
respectivas bitacoras.
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Identificar parametros adicionales que pueden comprometer de manera negativa a las
areas a través de adecuados procesos de identificacion y evaluacion de riesgos con el
fin de obtener una mejora continua, tanto en el control de electrostatica en salas limpia

para evitar contaminacion de productos y dafio a los equipos.

Controlar el flujo del personal en el proceso de produccion para disminuir la

contaminacioén de un area a otra.

Adicionar pruebas de monitoreo microbioldgico al personal que tiene contacto directo
con el producto con el fin de identificar otras fuentes de contaminacion para garantizar
asepsia e inocuidad en salas limpias y asegurar de mejor manera que el producto

terminado cumpla con los estandares de calidad.

Se recomienda aplicar es el analisis microbioldgico de las yemas de los dedos al
personal de produccion debido a la alta probabilidad de entrar en contacto con la

contaminacion microbiana de las superficies de trabajo y de materiales que se utilizan.
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ANEXos

Capacidad de Proceso para Particulas/m® (0,5um)
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Figura 6. Grafico de distribucion Normal de los resultados de la concentracion de
particulas de tamafio 0,5 um en el area de cosméticos
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Figura 7. Gréafico de los limites de tolerancia establecidos (LSE 3520000 — LIE 0)

para el tamafio de particula de 0,5 um en el area de cosméticos
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Capacidad de Proceso para Particulas/m® (1um)
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Figura 8. Gréfico de distribucion Normal de los resultados de concentracion de
particulas de tamafio 1 um en el area de cosméticos
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Figura 9. Gréafico de los limites de tolerancia establecidos (LSE 832000 - LIE 0)

para el tamafio de particula 1 um en el Area de Cosméticos
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Capacidad de Proceso para Particulas/m® (5um)
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Figura 10. Gréafico de distribucién Normal de los resultados de concentracion de

particula de tamafio 5 um en el area de cosméticos
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Figura 11. Gréafico de los limites de tolerancia establecidos (LSE 29300 — LIE 0) para

el tamafo de particula 5 um en el area de cosméticos
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Figura 12. Gréafico de distribucion Normal de los resultados de concentracion de
particula de tamafio 0,5 um en el area de productos naturales
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Figura 13. Gréfico de los limites de tolerancia establecidos (LSE 3520000 — LIE 0)

para el tamafio de particula de 0,5 um en el area de naturales

68



Capacidad de Proceso para Particulas/m® (1um)

LIE = 0,0, LSE = 832000,

= EanEE s L Normal
r T Media=64418,6
- | ] Desv. Est.=69862,4
80 — —
r - 1 cCp=523
. C i
S 60 — |
2 N i
L) [ —
3 L || i
2 40 — —
- = —
20 ] ]
0= — . . . A A 1 P E——— : : 1 PR : : : 1]
0,2 0 0,2 0,4 0,6 0,8

(X 100000,)
10

R
E
3
2
o6
£
8
S 4
2
g
2
0

Particulas/m® (1um)

Figura 14. Gréafico de distribucién Normal de los

particulas de tamafio 1 um en el area de naturales
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Figura 15. Grafico de los limites de tolerancia establecidos (LSE 832000 - LIE 0) para

el tamafio de particula 1 um en el area de naturales
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Figura 16. Gréafico de distribucion Normal de los resultados de concentracion de

particula de tamafio 5 pm en el 4area de naturales

Grafico de Tolerancia

29300,00

2,5

P
(6)]
|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|

0,00

40 80 120
Observacion

o
N
ol
o

Figura 17. Gréfico de los limites de tolerancia establecidos (LSE 29300 — LIE 0) para

el tamafio de particula 5 um en ¢l area de naturales
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frecuencia
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Figura 18. Distribucion Normal de los resultados de temperatura en el area de
cosméticos
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Figura 19. Gréafico del limite de tolerancia para los resultados de temperatura del area

de cosméticos.
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Humedad

frecuencia

Capacidad de Proceso para Humedad
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Figura 20. Distribuciéon Normal de los resultados de Humedad en el &rea de

cosméticos
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Figura 21. Grafico del limite de tolerancia para los resultados de Humedad del area

de cosméticos.

72



frecuencia

HUMEDAD

Capacidad de Proceso para HUMEDAD
LIE = 35,0, LSE = 70,0

20 1 ' ' ' j ' ' ' ' T Normal
B M ] Media=50,3409
B ] Desv. Est.=4,1088
16 | —
B 1 cp=249
121 | - B
gl LN 7
4l ]
0 __ ! 1 i i l i i i 1 l N. | I__
35 45 55 65 75
HUMEDAD
Figura 22. Distribucion Normal de los resultados de temperatura en el area de
naturales
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Figura 23. Gréfico del limite de tolerancia para los resultados de Humedad del &rea
de naturales

73



frecuencia
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Figura 24. Grafico de Tolerancia para la Temperatura en el Area de Naturales
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Figura 25. Grafico de Tolerancia para la Temperatura del Area de Naturales
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Tabla 35. Puntos de ventilacion y extraccion del sistema de aires

Area de Cosméticos

Cadigo Ubicacion
SC1 CABINA 1
SC2 CABINA 1
SC3 CABINA 1
SC4 CABINA 1

EXTC1 CABINA 1

EXTC2 CABINA 1

EXTC3 CABINA 1
SC5 PASILLO
SC6 PASILLO
SC7 CABINA 2
SC8 CABINA 2

EXTC4 CABINA 2

EXTCS5 CABINA 2
SC9 PASILLO

SC10 CABINA 3
SC11 CABINA 3
SC12 CABINA 3
SC13 CABINA 3
EXTC8 CABINA 3
EXTC9 CABINA 3
EXTC10 CABINA 3

Nota. SC (Suministro de aire cosméticos)

EXTC (Extraccion de aire cosméticos)
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Tabla 36. Puntos de ventilacion y extraccion del sistema de aires

Area de Productos Naturales

Cadigo Ubicacién
SM1 CABINA 4
SM2 CABINA 4
SM3 CABINA 4
SM4 CABINA 4
SM5 CABINA 4
SM6 CABINA 4
SM7 CABINA 4
SM8 CABINA 4
SM9 CABINA 1
SM10 CABINA 2
SM11 CABINA 3
SM12 CABINA 3
SM13 AREA DE PESAJE
SM14 AREA DE PESAJE

SM15 PASILLO
SM16 PASILLO
EXT1 CABINA 4
EXT2 CABINA 4
EXT3 CABINA 4
EXT4 CABINA 4
EXT5 CABINA 4
EXT6 CABINA 4
EXT7 CABINA 4
EXT8 CABINA 4
EXT9 AREA DE LAVADO

EXT10 AREA DE LAVADO

EXTI11 CABINA 1

EXT12 CABINA 2

EXT13 CABINA 3

EXT14 AREA DE PESAJE

Nota. SM (Suministro de aire naturales)

EXT (Extraccion de aire naturales)
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Tabla 37. Evidencia fotografica del muestreo de particulas

Ubicacioén Evidencia

AREA DE COSMETICOS

AREA DE PRODUCTOS
NATURALES
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Tabla 38. Evidencia fotografica del ensayo de temperatura y humedad

Ubicacion Evidencia

AREA DE COSMETICOS

AREA DE PRODUCTOS
NATURALES
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Tabla 39. Evidencia fotografica del ensayo de la velocidad del aire/tasas de cambio
de aire

Tipo de muestreo Evidencia

AREA DE
COSMETICOS

AREA DE
PRODUCTOS
NATURALES
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Tabla 40. Evidencia fotografica del muestreo microbiolégico

Tipo de muestreo Evidencia

METODO DEL HISOPO

MUESTREO ACTIVO DEL AREA

MUESTREO PASIVO

MUESTREO ACTIVO DEL DIFUSOR

80



Tabla 41. Evidencia de la preparacion del medio de cultivo, del muestreo y de la
incubacién microbioldgica

Tipo de evidencia Evidencia

PREPARACION DE LOS
MEDIOS DE CULTIVO

TUBOS DE CALDO TSB PARA
EL MUESTREO DEL HISOPO

CAJAS PETRI PARA
INCUBACION
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EVALUCION DEL
CRECIMIENTO
MICROBIOLOGICO
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