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RESUMEN

La fabricacion de productos estériles esta sujeta al cumplimiento de estric-
tas regulaciones. La biocarga presente en los productos y en el entorno de
fabricacion debe tener bajos valores para garantizar un alto nivel de seguri-
dad del producto terminado, independientemente del tipo de producto y
del proceso de esterilizacion al que son sometidos, por lo que los objetivos
de este trabajo fueron el aislamiento, la caracterizacion y la determinacion
de la termorresistencia de las cepas halladas en las fuentes de contaminan-
tes de una planta de produccion. Se tomaron muestras de diferentes fuen-
tes y se analizaron mediante técnicas de filtracion, de muestreos volumétri-
cos, de superficies y de analisis de productos no estériles. Para la clasifica-
cion se utilizaron pruebas morfoldgicas-tintoriales y bioquimicas. Se evalud
la termorresistencia de las cepas a 100°C mediante un reto por temperatura.
Se obtuvo un total de 106 muestras contaminadas, de las cuales 98 se pro-
cesaron y se obtuvieron 146 aislamientos. La mayoria se clasific6 como mi-
croorganismos Gram positivos, aislados fundamentalmente de muestras
ambientales. Se identificaron 11 géneros microbianos, dentro de los cuales
predominaron los géneros Deinococcus, Corynebacterium y Propionibacte-
rium. Del total de aislamientos, 86 mostraron termorresistencia y la mayoria
provinieron de fuentes ambientales. El 93% de las cepas termorresistentes
fueron Gram positivas y el género Bacillus mostré la mayor termorresisten-
cia. La mayor fuente de contaminacién en la planta de produccidn de paren-
terales proviene de microorganismos del ambiente de fabricacién, los cuales
son en su mayoria Gram positivos y termorresistentes.

Palabras clave: Microorganismos contaminantes, fabricacion de parentera-
les, termorresistencia
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ABSTRACT

The manufacture of sterile products must comply strict regulations. The bioburden present in the products and in
the manufacturing environment should have low values in order to ensure the high level of safety of the finished
product, regardless of the type of product and the sterilization process to which they are subjected. So, the aims of
this work were the isolation, characterization and determination of the thermoresistence of the strains found in
the pollutant sources of a manufacturing plant. Samples were collected from different sources and analyzed by
filtering techniques, volumetric sampling and surfaces and non-sterile products analysis. To identify, morphologi-
cal-staining and biochemical tests were used. Thermoresistence of the strains at 100°C was evaluated by challen-
ging temperature. A total of 106 contaminated samples were obtained, of which 98 were processed and 146 isola-
tes were obtained. Most were classified as Gram positive bacteria, isolated mainly from environmental samples.
Samples were identified and 11 microbial genera were obtained, among which predominated Deinococcus, Cory-
nebacterium and Propionibacterium genera. Of all isolates, 86 showed thermoresistence and most of these were
from environmental sources. The 93% of thermoresistant strains were Gram positive bacteria, where Bacillus ge-
nera showed the higher thermoresistant. It was shown that the major source of contamination in a parenteral
manufacturing industry comes from microorganisms of environment, which are mostly Gram positive and thermo-

resistant.

Keywords: Pollutant microorganisms, parenteral manufacturing, thermoresistence

INTRODUCCION

Las plantas industriales que manufacturan productos
farmacéuticos deben operar bajo estrictas condicio-
nes de limpieza y sanidad, las cuales se establecen por
entidades regulatorias a nivel mundial. En particular,
la fabricacién de productos estériles estd sujeta a
requisitos especiales para minimizar los riesgos de
contaminacion microbiana, de particulas y de pirdge-
nos (ISO, del inglés International Standard Organizati-
on-17665, 2007; Li et al., 2014).

La Garantia de Calidad reviste una importancia espe-
cial por lo que se deben seguir estrictamente los mé-
todos de preparacién asi como los procedimientos
establecidos y validados (PDA, del inglés Parenteral
Drug Association, 2007; Cundell, 2014).

Uno de los principales factores a controlar es el en-
torno microbioldgico. Los niveles de microorganismos
totales asociados a materiales, materias primas, pro-
ductos en proceso, envases primarios previos a su es-
terilizaciéon (biocarga) deben ser controlados y monito-
reados con el fin de mantener conteos bajos de biocar-
ga en el producto antes de ser sometido al proceso de
esterilizacién (Mohr, 1997; Eaton et al., 2014).

El perfil microbiolégico de una planta farmacéutica
es variado. Se destacan géneros como Pseudomonas,
Acinetobacter, Lactobacillus, Bacillus, Staphylococcus,
Propionibacterium y Micrococcus, los cuales se aislan
de los productos fabricados, del sistema de clima, de
agua, del equipamiento y del personal que labora en

las instalaciones. En las plantas farmacéuticas existe
poca disponibilidad de compuestos tanto organicos
como inorgdnicos, pero esto no impide la sobreviven-
cia y desarrollo de los microorganismos (Guizelini et
al., 2012).

Se considera un ambiente de produccién no conta-
minado cuando el monitoreo de cada una de sus
areas muestra resultados que cumplen con los limites
establecidos (CECMED, 2006).

La esterilidad o carencia total de microorganismos es
uno de los requerimientos fundamentales para los
productos terminados y su correcto procesamiento en
las etapas iniciales de la produccion es clave en la
reduccion de la biocarga (FDA, del inglés Food and
Drug Administration, 2004; Schnetzinger et al., 2013).
Existen diversos métodos para alcanzar este requeri-
miento, entre los cuales se destacan los métodos fisi-
cos (calor, radiaciones), los quimicos y los mecanicos
(filtracidn) (Yoon et al., 2012). Durante décadas se han
usado dos esquemas diferentes en la esterilizacién de
los productos terminados: el procesamiento aséptico y
la esterilizacién por calor humedo.

El procesamiento aséptico se utiliza en aquellos pro-
ductos asépticos termolabiles debido a que la des-
truccion de la biocarga no implica la degradacion del
producto (ISO-17665, 2007; PDA, 2007). Este proceso se
apoya en la separacion de los potenciales contaminan-
tes microbianos del producto a través de la filtracion
con un filtro estéril de tamafio de poro de 0,22 um (o
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menor). Estos filtros pueden eliminar la mayor parte
de las bacterias y los hongos, pero no todos los virus o
micoplasmas (FDA, 2004). El proceso consta de la es-
terilizacién de forma independiente de los componen-
tes de empaque y el producto, por lo que es muy im-
portante el control del ambiente.

La esterilizacién por calor himedo se basa en un
proceso de esterilizacion letal, donde se aplica un
ciclo de 121°C durante 15 minutos a la forma farma-
céutica completamente ensamblada (Keene, 1998).
En el caso de los productos termosensibles, se aplica
este mismo tipo de esterilizacién, pero a menores
temperaturas durante periodos de tiempo mas largos
(Li et al., 1998).

Para que un producto sea clasificado como estéril, se
debe garantizar que todas las etapas del proceso de
produccidn se realizaron de forma correcta y que el
proceso de esterilizacion esté validado (Rahe, 2013).

En Cuba, los Laboratorios Farmacéuticos AICA, pro-
ducen soluciones parenterales de pequefio volumen
para uso humano, lo cual esta dirigido a garantizar la
demanda nacional y la exportacién; y cumplen los
requerimientos de las Buenas Practicas de Fabricacion
establecidas internacionalmente para esta forma far-
macéutica, con calidad y eficiencia (USP, del inglés
United States Pharmacopeia-31, 2012). La empresa
cuenta con un total de 93 productos registrados que
se utilizan en el Sistema Nacional de Salud, dentro de
los cuales 20 son termosensibles. Para la esterilizacion
de estos ultimos no se aplica el procesamiento asépti-
co debido a que estos productos presentan la capaci-
dad de soportar ciclos de esterilizacién terminal a
menores temperaturas, pero con periodos de tiempos
mas largos.

Para lograr la efectividad de este proceso es necesa-
rio determinar la termorresistencia de las cepas aisla-
das del entorno productivo, por lo que los objetivos
de este trabajo fueron aislar y caracterizar las bacte-
rias presentes en el entorno de fabricacion de la plan-
ta farmacéutica de parenterales de los Laboratorios
AICA, asi como determinar su termorresistencia.

MATERIALES Y METODOS

Toma de muestra y aislamiento de microorganismos con-
taminantes en la planta de produccion de parenterales

El estudio se realizd en la planta de produccion de
parenterales de los Laboratorios farmacéuticos AICA
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en el periodo comprendido entre junio de 2012 y di-
ciembre de 2013. Las muestras procedieron de dife-
rentes fuentes tales como materias primas (agua y
materias primas de productos), entorno de fabrica-
cién (aire, superficies de equipos y personal de la ins-
talacion), productos terminados antes del proceso de
esterilizacion (Dextrosa 5%, Furosemida-20, Cimetidi-
na-300, Pentoxifilina, Gluconato de calcio, Gluconato
de potasio y Sulfato de magnesio) y del proceso de
llenado aséptico.

De las 106 muestras de las diferentes fuentes se
desecharon ocho por mostrar contaminacién externa
al sitio de muestreo. El nimero de muestras a partir
de las diferentes fuentes de muestreo se presenta en
la figura 1.

En el caso de las muestras de agua, se tomaron di-
rectamente de los puntos de muestreo. Se colectaron
500 mL en frascos ISO estériles, de los cuales se filtra-
ron 100 mL por triplicado en una membrana de nitra-
to de celulosa con porosidad de 0,45 um. Después del
filtrado se colocaron las membranas en cartones nu-
trientes de medio Estandar, Cetrimida y Endo y se
incubaron a 35°C durante 48h. El muestreo de las
materias primas se realizé a cada lote. Se tomaron 10
g de materia prima de forma aséptica, se colocaron en
un frasco con Caldo Triptona Soya (TSB, del inglés Tryp-
tone Soy Broth) y se incubd a 35°C durante 24 h. Se pro-
cedid segun lo establecido en el PNO-CC7-001: “Analisis
microbioldgico del agua por el método de filtracién por
membrana, de la empresa Laboratorios AICA”.

Las muestras del entorno de fabricacion se tomaron
segun las diferentes técnicas establecidas en la farma-
copea americana (1116, USP- 35). Para el muestreo
del aire se utilizé el equipo MAS-100. La placa de con-
tacto (rodac) en la que se deposité el aire filtrado se
incubd a 35°C durante 72 h. Para el muestreo de su-
perficie de equipos se colocd una placa Petri abierta
por un periodo de 4h y se incubé a 35°C durante 72 h.
Por ultimo, para el muestreo del personal se utilizaron
placas rodac, las cuales se pusieron en contacto con
determinadas zonas del vestuario de los operarios y
se incubaron a 35°C durante 72 h.

Para el andlisis de los productos terminados, el mues-
treo depende de si es un producto aséptico o no. Para el
caso del producto aséptico (Cimetidina-300) se tomo¢ la
muestra en un frasco ISO estéril antes de la filtracién
esterilizante. Para los productos no asépticos (Dextrosa-
5%, Gluconato de calcio, Gluconato de potasio, Sulfato
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106 MUESTRAS TOMADAS

H 8 muestras contaminadas

98 MUESTRAS ANALIZADAS

Llenado (4)
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Materias primas (6) Entorno de fabricacién (35)
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(8)
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Figura 1. Muestras tomadas agrupadas segun las fuentes en la planta de produccion de parenterales de los Laboratorios AICA.
Se relacionan las muestras contaminadas y las analizadas segun la fuente de contaminacién.

Figure 1. Samples grouped according the sources in the parenteral production plant of AICA Laboratories. Contaminated and

analyzed samples by the polluted source are related.

de magnesio y Pentoxifilina) y del termosensible
(Furosemida-20, producto aséptico pero que soporta
cierto grado de temperatura sin afectar la integridad
del producto) se tomaron las muestras en las ampo-
lletas una vez iniciado el proceso de llenado. Las
muestras se filtraron en membranas de nitrocelulosa,
las cuales se colocaron sobre una placa Petri con me-
dio de cultivo Agar Triptona Soya (TSA, del inglés Tryp-
tone Soy Agar) y se incubaron a 35°C durante 72h.

En el caso de las muestras de llenado aséptico, se
procedid de forma igual a lo descrito para el caso de
producto terminado no aséptico debido a que este
tipo de muestra consiste en incorporar medio de culti-
vo TSB a las ampolletas. Las placas se incubaron a 35°
C durante 72h. Se procedid segun lo establecido en el
PNO-CC7-020: “Determinacién de la carga microbia-
na, de la empresa Laboratorios AICA”.

De las 106 fuentes muestreadas se descartaron las
gue poseian evidencias de contaminacidon por mani-
pulacidn, al resto se les realizd un subcultivo en medio
TSA para obtener colonias aisladas y un cultivo puro.

Caracterizacion hasta nivel de género

Para la caracterizacién hasta nivel de género de las
cepas aisladas se realizo la tinciéon de Gram y poste-

riormente, segun los diferentes grupos de bacterias,
se procedid a la identificacién mediante las pruebas
bioquimicas que a continuacion se relacionan (Holt et
al., 1994): actividad de la enzima catalasa, presencia
de la enzima citocromo oxidasa, oxidacién fermenta-
cion (OF), utilizaciéon de la glucosa, crecimiento en
aerobiosis - anaerobiosis (medio Tioglicolato), motili-
dad, produccion de indol y sulfhidrico (Medio SIM),
utilizacién de la glucosa y la lactosa (Medio Kliger),
presencia de esporas (tincion verde malaquita), utili-
zacion del citrato como Unica fuente de carbono, hi-
drélisis del almidén, actividad de la enzima ureasa y
crecimiento en presencia de NaCl 6,5 %.

Determinacidn de la resistencia a altas temperaturas

Con el objetivo de conocer la termorresistencia de los
microorganismos encontrados en la planta de paren-
terales se procedio a retar a la temperatura de 100°C
cada aislamiento microbiano identificado. Para esto
se tomd una colonia del microorganismo y se sembré
por agotamiento en una placa Petri con TSA. De esta
placa se tomd un cuarto del crecimiento en césped
(se garantiza una viabilidad de 107-10%) y se introdujo
en un tubo con 4 mL de medio de cultivo TSB. Poste-
riormente se dispensd 1 mL de esta solucién en un
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tubo estéril correspondiente a cada tiempo (5, 10, 20
y 30 minutos) durante el cual se reté a la temperatura
en un bafo termostatado de agua. Posteriormente, se
filtrd la solucidon en una membrana de nitrocelulosa,
la cual se incubd en una placa Petri con TSA durante
24 h a 35°C.

El criterio de positividad de termorresistencia consis-
tié en la observacion de crecimiento microbiano en la
placa Petri después de transcurrido el tiempo de incu-
bacién y en corroborar las caracteristicas morfolégico-
tintoriales de la cepa analizada.

RESULTADOS

Aislamientos

De las 98 muestras analizadas se obtuvo un total de
146 aislamientos distribuidos en todos los tipos de
muestras analizadas (Fig. 2 A). El mayor aporte de
aislados contaminantes se obtuvo a partir del entorno
de fabricacion. De cada tipo de muestra se obtuvieron
diferentes distribuciones de los contaminantes bacte-
rianos (Fig. 2 B).

En el grupo de las materias primas se aprecié una
baja cantidad de contaminantes, solamente uno y
cuatro aislados por muestra. En el entorno de fabrica-
cion la mayor cantidad de contaminantes se obtuvo
en los muestreos del aire con 64 aislamientos en las

o
o
]
8
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19 muestras tomadas, seguido por los 18 aislamientos
encontrados en el personal en las nueve muestras
tomadas. Sin embargo, estos resultados contrastan
con solo dos aislados obtenidos a partir de los siete
muestreos en la superficie de los equipos. En el grupo
de los productos terminados en la mayoria se mantie-
ne una relacién 1:1 entre la cantidad de muestras y la
cantidad de contaminantes obtenidos.

Mediante el empleo de la tincidon de Gram se clasifi-
caron 109 cepas como Gram positivas y 37 Gram ne-
gativas. Dentro de las Gram positivas 56 tienen forma
bacilar, 37 son cocos y 16 bacilos esporulados. Entre
las Gram negativas 30 cepas fueron bacilos y las siete
restantes fueron cocos.

De los 146 aislamientos, nueve procedieron de las
materias primas, 84 del entorno de fabricacidn, cua-
tro del llenado aséptico y 49 de los productos termi-
nados antes del proceso de esterilizacion (Fig. 2).

Dentro de las materias primas, se analizaron la Raniti-
dina Clorhidrato y la Betametasona (asépticos). Para
la primera solo se observd la presencia de bacilos
Gram positivos esporulados pertenecientes al género
Bacillus y en la segunda ademas de estos, que repre-
sentaron un 70%, se aislaron bacilos Gram negativos
pertenecientes al género Acinetobacter. En el caso de
la materia prima Pentoxifilina, solo se obtuvo un aisla-
miento perteneciente al género Citrobacter, y en los
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Figura 2. Distribucion de los aislados obtenidos en las diferentes fuentes contaminantes (A) y por tipo de muestra (B).

Figure 2. Distribution of isolates from different pollution sources (A) and type of sample (B).
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Figura 3. Presencia de géneros bacterianos en las diferentes fuentes analizadas A: Materias primas, B: Entorno de fabricacidn,

C: Productos terminados, D: Llenado aséptico.

Figure 3. Bacterial genera in different sources analyzed A: Raw materials, B: manufacturing environment, C finishing products,

D: Aseptic filling.

analisis de los diferentes muestreos de agua se identi-
ficaron tres géneros de microorganismos: Enterobac-
ter, Acinetobacter y Propionibacterium (Fig. 3A).

En el entorno de fabricacion, fue donde se obtuvie-
ron mas aislamientos de microorganismos. Los resul-
tados de muestreo del aire reportaron 64 aislamien-
tos y se observo crecimiento de los 11 géneros identi-
ficados en este estudio, donde Deinococcus y Coryne-
bacterium fueron los mas representados (30% y 25%,
respectivamente). El muestreo de la superficie de los
equipos mostrd dos aislamientos y solo se identifica-
ron los géneros Bacillus y Propionibacterium. Para el
caso del personal se obtuvieron 18 aislamientos y se
identificaron seis tipos de contaminantes. Los géneros
Deinococcus, Corynebacterium y Propionibacterium
fueron los predominantes, pero se encontraron ade-
mas microorganismos pertenecientes a los géneros
Enterobacter, Micrococcus y Acinetobacter (Fig. 3).

Para el caso del muestreo de los productos termina-
dos antes del proceso de esterilizacion, los aislamien-
tos, en la mayoria de ellos, fueron bajos; excepto para
el Gluconato de calcio. El producto que mayor nime-
ro de contaminantes presentd fue la Dextrosa 5%. En
el caso del Gluconato de calcio se obtuvieron 28 aisla-
mientos, pero el 89% de los contaminantes estuvo
ubicado en los géneros Citrobacter, Arthrobacter y
Propionibacterium (36%, 28% y 25%, respectivamen-
te); el 11% restante pertenecio al género Staphylococ-

cus. En el caso del Gluconato de potasio se identifica-
ron tres géneros contaminantes, de los cuales Arthro-
bacter y Citrobacter, también se encontraron en el
Gluconato de calcio. En ambos productos, estos géne-
ros fueron los mas abundantes. El otro microorganis-
mo contaminante identificado en el producto Gluco-
nato de potasio pertenecid al género Corynebacte-
rium. Sin embargo, la Dextrosa 5%, que solo presenté
ocho aislamientos, tuvo una mayor diversidad dentro
de sus contaminantes; donde destacaron los géneros
Bacillus y Micrococcus como los mas abundantes (40%
y 30%, respectivamente), mientras que los géneros
Staphylococcus, Deinococcus y Arthrobacter represen-
taron cada uno un 10% del total de contaminantes.
Para el caso del producto termosensible Furosemida-
20, la Cimetidina-300, y el Sulfato de Magnesio en sus
correspondientes aislamientos se observé un tipo de
contaminante, perteneciente a los géneros Citrobac-
ter, Bacillus y Propionibacterium, respectivamente
(Fig. 3).

En los aislamientos procedentes de las muestras to-
madas en el Llenado Aséptico se observaron tres tipos
de contaminantes, donde el género Enterobacter fue
el predominante al encontrase en dos de los cuatro
aislamientos realizados. Los otros dos contaminantes
pertenecieron a los géneros Arthrobacter y Bacillus
(Fig. 3).

REVISTA CUBANA DE CIENCIAS BIOLOGICAS
RNPS: 2362 « ISSN: 2307-695X * VOL. 4 + N.01 « ENERO— ABRIL * 2015 « pp. 36-46



CONTAMINANTES MICROBIANOS EN PARENTERALES

42

Caracterizacion de los aislados

Para la identificacion de las cepas aisladas se evalué
su respuesta a las diferentes pruebas bioquimicas.
Como los resultados de las pruebas fueron similares
en varias cepas, esto permitié que los 146 aislamien-
tos se agruparan en 11 grupos. Esto posibilitd la iden-
tificacion de 11 géneros de microorganismos en las
diferentes fuentes del estudio. Solo se pudo clasificar
hasta el nivel de género debido a que las pruebas bio-
quimicas utilizadas no permitieron la identificacién
hasta nivel de especie. Los géneros identificados en
este estudio fueron Bacillus, Micrococcus, Arthrobac-
ter, Staphylococcus, Citrobacter, Propionibacterium,
Enterobacter, Acinetobacter, Deinococcus, Aeromonas
y Corynebacterium (Tabla 1).

Resistencia a la temperatura

Las 146 cepas obtenidas se sometieron al reto de re-
sistencia a la temperatura de 100°C. Del total de ce-
pas 86 mostraron resistencia a la temperatura, de las
cuales 23 fueron resistentes durante los 30 minutos
de exposicion. De estas 23 cepas, 16 pertenecieron al
género Bacillus y 7 al género Arthrobacter. Ninguna
otra cepa fue capaz de resistir ni a los 20 ni a los 30
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minutos de exposicion. En las cepas de los géneros
Enterobacter, Propionibacterium y Acinetobacter no
se observé viabilidad en ninguno de los tiempos de
exposicion. Por su parte todas las cepas de Staphylo-
coccus y Micrococcus presentaron la capacidad de
resistir esta temperatura durante 5 minutos y las del
género Aeromonas durantel0 minutos. Sin embargo,
en las cepas de Deinococcus, Citrobacter y Corynebac-
terium se observé una resistencia variable en depen-
dencia de la cepa analizada. En el caso del género
Deinococcus, en 22 de sus aislamientos se pudo ob-
servar termorresistencia durante los 10 minutos de
exposicion, mientras en la otra cepa no se observd
termorresistencia. En 4 cepas del género Citrobacter y
17 del género Corynebacterium, se observo termorre-
sistencia a los 5 minutos de exposicidn, mientras que
en las otras 13 y 3, respectivamente nunca se eviden-
cio la resistencia a la temperatura. Por su parte en los
aislamientos del género Arthrobacter fue donde se
observé mayor variabilidad en el comportamiento de
la termorresistencia, siete cepas mostraron total re-
sistencia a la temperatura de 100°C, tres fueron resis-
tentes durante 10 minutos y en las restantes ocho no
se pudo observar viabilidad (Fig. 4).

Tabla 1: Grupos de aislamientos microbianos clasificados segun las diferentes pruebas bioquimicas.

Table 1. Microbial isolates groups classified according to different biochemical tests.
GRUPOS DE AISLAMIENTOS

Pruebas  G1(16) G2 (9) G3(18) G4 (5) G5 (17) G6 (17) G7(11) G8 (7) G9 (23) G10(2) G11(21)
Bacilos Cocos Bacilos Cocos Bacilos Bacilos Bacilos Cocos Cocos Bacilos Bacilos
Gram+ Gram+ Gram+ Gram+ Gram- Gram+ Gram- Gram- Gram+ Gram- Gram+
2 No No No Amarillo No No No No Rosado No No
3 + + + + + + + + + + +
4 - - + - - + - - + + -
5 Oxidativa ~ Oxidativa  Oxidativa Ferment. Ferment. Ferment. Oxid-Ferm. Oxid-Ferm. Nodegrada Ferment.  Ferment.
6 + + + + + + + + - + +
7 Aerobio Aerobio  An. Facult. An. Facult. An. Facult. An. Facult.  Aerobio Aerobio Aerobio  An. Facult. An. Facult.
8 + - - - + - + + - + -
9 + - - - - - - - - - -
10 Glucosa Noutiliza  Noutiiza Glucosa Gluctgas Glucosa  Gluctgas Noutiliza  Noutiliza  Gluctgas  Glucosa
1 + - - - - - - - - -
12 - - + - + + + + - - -
13 + - - - - - - - - - -
14 + - - - - -
15 + - + + + + - - + + +
Género B M Ar S Ci P E Ac D Ae Co

Pruebas: 1: Caracteristicas morfo-tintoriales, 2: Presencia de pigmento, 3: Actividad de la enzima catalasa, 4: Presencia de citocromo oxidasa, 5: Oxidacion-
fermentacion, 6: Fermentacion de la glucosa, 7: Aerobiosis-Anaerobiosis, 8: Motilidad, 9: Indol — sulfhidrico, 10: Utilizacién de la glucosa y lactosa,
11: Presencia de esporas, 12: Utilizacidn del citrato, 13: Hidrdlisis del almidén, 14: Actividad de la enzima ureasa, 15: Crecimiento en NaCl 6,5%

Simbolos: + positivo; - negativo; Ferment.: fermentativa; Oxid-Ferm.: Oxidativa fermentativa; An.Facult.: anaerobio facultativo; Gluc+gas: glucosa mas gas

Géneros: Ac: Acinetobacter, Ae: Aeromonas, Ar: Arthrobacter, B: Bacillus, Ci: Citrobacter, Co: Corynebacterium, D: Deinococcus, E: Enterobacter,

M: Micrococcus, P: Propionibacterium, S: Staphylococcus
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10, 20 y 30 minutos). (s.r.: sin resistencia)

Figure 4. Number of isolates without
resistant and resistant to temperature of
100°C for different times (5, 10, 20 and

Arthrobact
30 minutes). robacter

Del total de cepas resistentes a la temperatura de
100°C, 36 fueron cocos Gram positivos, 28 bacilos
Gram positivos, 16 bacilos Gram positivos esporula-
dos y seis bacilos Gram negativos. Por tanto, de los
109 aislamientos Gram positivos del estudio, 70 (64%)
lograron resistencia térmica y de los 37 aislamientos
Gram negativos, solo seis (16%) mostraron resistencia.

De las 86 cepas resistentes, se encontraron 3 en la
fuente de materias primas, 61en las muestras del en-
torno de fabricacidn, 20 en el caso de los productos
terminados antes del proceso de esterilizacidon y 2 en
el llenado aséptico. Esto representa un 33, 72, 41 y
50% del total de muestras las fuentes analizadas, res-
pectivamente.

Los microorganismos Gram positivos mostraron un
mayor porciento de sobrevivencia ante el estrés tér-
mico al compararlos con los microorganismos Gram
negativos. El 93% del total de cepas resistentes fueron
microorganismos Gram positivos y, solamente un 7%
fueron microorganismos Gram negativos pertenecien-
te a los géneros (Aeromonas y Citrobacter) cuyas ce-
pas lograron sobrevivir solamente durante 5 minutos.

DISCUSION

La produccion de parenterales debido a su forma de
administracion endovenosa requiere un alto grado de
esterilidad, por lo que es necesario que en su proceso
de produccidn exista un estricto control de la conta-
minacion proveniente de las fuentes de materias pri-
mas y del ambiente productivo (von Woedtke, 2008).
En este tipo de ambiente la contaminacién proviene
fundamentalmente de la superficie de los equipos, del
personal que labora en la instalacién y del aire.
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En este estudio se demostré que la mayoria de los
aislamientos provinieron del muestreo del aire y del
personal de la instalacion como se ha reportado ante-
riormente para otras industrias de este tipo (de la
Rosa et al., 2002; Lakshmana et al., 2013), ademas
que en estudios realizados por la FDA se ha encontra-
do que el 80% de la contaminacién existente en estas
zonas se debe al personal (FDA, 2004). Se debe desta-
car que en nuestro trabajo no se obtuvo ninguna
muestra con crecimiento fungico, a pesar de que el
medio de cultivo TSA permite el crecimiento de hon-
gos y levaduras; durante el periodo de estudio no se
encontro crecimiento fungico en estas placas con TSA
en ningun punto de muestreo. El sistema de climatiza-
cion debe mantener bajos niveles de humedad relati-
va y de este modo impedir el crecimiento fungico
(Cavallo et al., 2013), esta puede ser la causa de que
no se detectdé en el estudio esta presencia ademas del
tratamiento de las dreas con agentes de limpieza pro-
bados para eliminar este tipo de crecimiento micro-
biano, los cuales resultan efectivos debido a la baja
concentracién en que se encuentran los hongos en
estos ambientes, al tipo de superficie en que son apli-
cados y al tiempo de accién prolongado que tienen los
desinfectantes (Rutula, 1998; Xu et al., 2014). La ma-
yoria de los aislamientos encontrados fueron bacilos y
cocos Gram positivos, lo cual se ha encontrado en
otros estudios realizados en entornos similares de
produccion (Delgado et al., 2005; Sutton, 2010) y don-
de se ha observado un predominio de los géneros
Micrococcus y Staphylococcus (Ashour et al., 2011).
Otros autores informan que en el muestreo de las
plantas de produccién existe una prevalencia de las
bacterias Gram positivas pertenecientes a los géneros
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Arthrobacter, Micrococcus, Corynebacterium y Baci-
llus; datos que estan en concordancia con los resulta-
dos obtenidos en este trabajo (Underwood, 1992; de
la Rosa et al., 2000; Caorsi et al., 2011). En el caso de
los géneros Micrococcus, Staphylococcus, y Deinococ-
cus, se conoce que forman parte de la microbiota
normal de la piel del ser humano (Murray et al.,
2009), por lo que pueden pasar al ambiente debido a
las actividades realizadas en el entorno de produccién
por el personal que ahi labora. La capacidad fotopro-
tectiva de los pigmentos carotenoides podria explicar
la abundancia del género Micrococcus que es predo-
minante en este tipo de ambiente. Estos pigmentos
protegen a los microorganismos de las radiaciones de
la luz ultravioleta utilizada como técnica de desinfec-
cién en las dreas y superficies de produccion (Mandal
y Brandl, 2011). Este método de eliminacion de conta-
minantes podria no resultar efectivo frente a este
género debido a su dosis de uso, la cual se considera
baja (por debajo de 240 nm de longitud de onda)
(Chang et al., 1985; Kujundzic et al., 2006). Esta dosis
es la que frecuentemente se usa para esta técnica de
desinfeccion.

En el caso de los bacilos Gram positivos esporulados,
su presencia en este ambiente fue menor que la espe-
rada, en comparacion con lo observado en otros gé-
neros microbianos que no presentan estructuras de
resistencia que le garantizan una mayor sobrevivencia
a las condiciones de limpieza de las areas de produc-
cion como han demostrado Mahfoudh et al., 2010.

En el caso de las bacterias Gram negativas, se aislaron
de muestras de agua y del entorno de fabricacion
principalmente. Mostraron un reducido nimero en la
cantidad de aislamientos con respecto a las bacterias
Gram positivas. Esto puede deberse a su menor so-
brevivencia en estos ambientes, debido a que son
muy sensibles a la desecacién, la temperatura y la
accion de los desinfectantes (Sakudo y Shintani,
2011).

Algunos microorganismos han creado adaptaciones
especializadas que favorecen su sobrevivencia y su
dispersion en la atmodsfera de la planta de produccién.
El transporte se realiza sobre particulas de polvo, piel,
fibras de la ropa, en gotas de saliva eliminadas al to-
ser, estornudar o hablar (de la Rosa et al., 2000).

Los contaminantes hallados en las muestras de mate-
ria prima de producto son habituales en este tipo de-
muestra (Pandey et al., 2013) debido a que estos mi-
croorganismos son fuente contaminante del ambiente
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por lo que las condiciones de almacenamiento y las
caracteristicas de produccion facilitan su contamina-
cién. En el caso del agua empleada como materia pri-
ma se encontraron tres géneros bacterianos, dos de
los cuales se han observado frecuentemente en la
microbiota de la piel y el tercero, Enterobacter, cons-
tituye un indicador de posible contaminacién de ori-
gen fecal del agua (Jiménez, 2004), la que no se logra
eliminar debido a errores en las técnicas de sanitiza-
cién del sistema de agua (USP-33, 2010).

Los géneros aislados en las 146 cepas estudiadas es-
tan en correspondencia con una investigacion realiza-
da anteriormente en un ambiente con caracteristicas
similares al de este estudio (Jiménez, 2004); donde se
refleja la diversidad microbiana presente en las mate-
rias primas, el sistema de clima, el equipamiento y el
personal. Este Ultimo constituye una fuente de conta-
minacidn a destacar en este ambiente productivo.

La Dextrosa 5% fue el producto terminado de mayor
diversidad de contaminantes seguido del Gluconato
de Calcio y de Potasio. La Dextrosa 5% es un monosa-
carido muy soluble en agua (USP-33, 2010) cuyo com-
ponente fundamental es la D-glucosa, monosacarido
principal en el metabolismo de estos géneros de bac-
terias contaminantes. Las transformaciones de la glu-
cosa no ocurren en un solo paso, sino que, por el con-
trario, se forman varios productos intermedios que en
muchas ocasiones no tienen una funcién especifica a
no ser la de formar parte de lo que se conoce como
via metabdlica (Bhakdi et al., 2012). Los Gluconatos
son productos ricos en iones, cuya presencia justifica
la facil proliferacién de microorganismos antes del
proceso de esterilizacion. En el resto de los productos
la presencia de contaminantes fue muy baja debido a
que por su composicion quimica es mas dificil la so-
brevivencia de mas géneros de microorganismos.

Los bacilos Gram positivos esporulados del género
Bacillus, y los bacilos Gram positivos pleomorficos
denominados “corineformes” pertenecientes a los
géneros Arthrobacter y Corynebacterium demostra-
ron en este estudio resistencia a la temperatura de
100°C, lo cual puede deberse en el primero a la pre-
sencia de esporas (Melly et al., 2002; Reineke et al.,
2011; Madigan et al., 2012), y en los restantes por la
composicion de su pared celular, rica en lipidos, lo
que le confiere a los tres géneros una alta sobreviven-
cia ante el estrés térmico. La pared celular de las bac-
terias Gram positivas posee una gruesa capa
de peptidoglicano, ademas de dos clases de &acidos
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teicoicos: anclado en la cara interna de la pared celu-
lar y unido a la membrana plasmética, se encuentra
el acido lipoteicoico,y en la superficie, el acido teicoi-
co que estad anclado solamente en el peptidoglucano
(también conocido como mureina). Por el contrario, la
capa de peptidoglicano de las Gram negativas es del-
gada, y se encuentra unida a una segunda membrana
plasmatica exterior (de composicién distinta a la in-
terna) por medio de lipoproteinas. Tiene una capa
delgada de peptidoglicano unida a una membrana
exterior por lipoproteinas. La membrana exterior estd
formada de proteina, fosfolipido y lipopolisacarido.
La clave para la termorresistencia es el peptidogli-
cano, ya que es el material que confiere su rigidez a la
pared celular bacteriana, y las Gram positivas lo
poseen en mayor proporcion que las Gram negativas
(Visweswaran et al., 2011).

En el caso de las bacterias Gram negativas su reducido
numero después de ser sometidas al reto por tempe-
ratura puede deberse principalmente a la composi-
cion de su pared, lo cual las hace muy susceptibles a
los efectos del estrés térmico. Como demuestran los
resultados, los microorganismos Gram positivos fue-
ron mas resistentes al reto por temperatura, lo cual se
corresponde con lo informado en una investigacion
anterior (Jiménez, 2004).

Este trabajo sienta las bases para la evaluacién de la
efectividad del proceso de esterilizacién de los pro-
ductos parenterales termosensibles, estudio necesa-
rio para el cumplimiento de las buenas practicas de
producciéon farmacéutica y primero realizado en el
pais, siguiendo las normativas de la Asociacion de
Drogas Parenterales en 2007. Se demuestra que en
una planta de produccién de productos parenterales
la mayoria de los aislamientos microbianos proceden
del entorno de fabricaciéon y no son termorresisten-
tes. La prevalencia de estos microorganismos en los
productos analizados y su respuesta a la temperatura
demuestran que estos no determinan la esterilidad
del producto final, ya que se eliminan al ser sometidos
a un proceso de esterilizacién. Ademas se evidencia
qgue la termorresistencia es predominante en las ce-
pas Gram positivas.
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