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RESUMEN

Objetivo: contribuir al aseguramiento de la calidad microbiolégica de una planta de
produccién de vacunas, a través del establecimiento de limites internos de alerta y
de accion para sus areas clasificadas Grado D.

Métodos: se estudid la microbiota residente de cada area clasificada Grado D. Se
analizaron muestras de aire tomadas por el método volumeétrico. Las superficies e
indumentaria del personal fueron evaluadas por el método de contacto. Los
recuentos de microorganismos fueron analizados estadisticamente para la
determinacion de los limites de alerta y de accioén.

Resultados: se establecieron los limites de alerta y de accidén microbiolégicos para
cada area clasificada Grado D de la planta de produccién del Instituto Nacional de
Enfermedades Virales Humanas basados en la determinacion de los rangos
habituales de trabajo. Se establecieron limites, como en el caso de guantes pos
trabajo para un area Grado D, donde la norma no los define.

Conclusiones: se mostré concordancia con los limites recomendados por la
autoridad regulatoria nacional ANMAT y proporcion6é informacién sobre la carga
microbiolégica de los ambientes clasificados Grado D, que sera de utilidad tanto
para la comprensién del ingreso y circulaciéon de microorganismos como para la
implementacién de medidas para prevenir la contaminacién microbiana, aspectos
criticos en la fabricacion de vacunas seguras, puras y eficaces.

Palabras clave: monitoreo microbiolégico ambiental; limites de alerta y de accion;
produccion y control de vacunas.
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ABSTRACT

Objective: to contribute to ensuring the microbiological quality of a vaccine
manufacturing plant through the establishment of internal microbiological alert and
action limits for their grade D classified areas.

Methods: the resident microbiota of each grade D classified area was studied. Air
samples taken by the volumetric method were analyzed. The surfaces and the
staff's gowning were evaluated by the contact method. The microorganism counts
were statistically analyzed to determine the alert and action limits.

Results: the microbiological alert and action limits have been established for each
Grade D classified area of the production plant of the National Institute of Human
Viral Diseases, based on the determination of the usual working ranges. Limits were
set, as in the case of gloves after work for a Grade D area, where the standard
does not define them.

Conclusions: the results generally agreed with the limits recommended by the
national regulatory authority ANMAT, and additionally, this study provided
information on the microbiological flora of grade D classified environments, which
will be useful for both understanding the entrance and circulation of
microorganisms and implementing measures to prevent biocontamination, which
are critical aspects in the manufacture of effective, pure and safe vaccines.

Keywords: environmental microbiological monitoring; alert and action limits;
production and control of vaccines.

INTRODUCCION

El mantenimiento de niveles bajos de contaminacién en los ambientes donde se
desarrollan actividades de produccién y control en la industria farmacéutica es un
factor critico para asegurar la calidad de los productos, principalmente en
elaboraciones mediante procesos asépticos sin esterilizacion final.! Esta condicién,
es valida también para los ambientes en los que se realizan controles de productos
estériles, como por ejemplo el test de esterilidad, donde se deben minimizar los
riesgos que puedan ocasionar un falso resultado positivo.?2 Para estas actividades
se cuenta con areas clasificadas que son espacios en los cuales se controla la
concentraciéon de particulas totales en el aire.* Estas areas deben disefiarse de
manera que minimicen la introduccién, generacion y retencién de contaminantes.
La Administracion Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia Médica
(ANMAT), autoridad regulatoria argentina, clasifica las areas limpias en Grados
segun la calidad del aire.® El area para operaciones de alto riesgo como llenado y
preparaciones asépticas es Grado A. Normalmente tales condiciones son provistas
por una estacion de trabajo de flujo laminar. El area que rodea a la de Grado A en
llenado y preparaciones asépticas se define como Grado B. Los Grados C y D son
las areas limpias para llevar a cabo los pasos menos criticos de la elaboraciéon de
productos estériles. En este articulo se evalGan las areas Grado D, que poseen una
especificacion para su clasificacion de 3 500 000 particulas entre 0,5y 5,0 um y 20
000 particulas >5,0 pm por metro cubico en reposo y no definido para el estado de
proceso.
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En la planta de produccion del Instituto Nacional de Enfermedades Virales Humanas
"Dr. Julio 1. Maiztegui" (INEVH) se elabora una vacuna a virus vivo atenuado
llamada "Candid # 1", desarrollada a partir de una cepa atenuada de virus Junin,
utilizada para la prevencion de la Fiebre Hemorragica Argentina.®” El INEVH cuenta
con areas clasificadas Grado D (ISO 8), que corresponden a: laboratorios de
Control de Calidad donde se llevan a cabo distintos test de control para insumos,
materias primas, fluido viral y vacuna producto terminado entre otros; Bioterio de
cria de animales libres de patdgenos especificos (spf); laboratorios de Cultivos
Celulares Normales, proveedor de cultivos de distintas lineas celulares para
diagndstico, ensayos de control de calidad y productor del sustrato de la Vacuna
Candid # 1, la linea celular FRhL-2 (células de pulmén de feto de mono Rhesus).

En cuanto a la cantidad de particulas viables, las normas vigentes solo recomiendan
ciertos limites para las areas clasificadas. Por tal motivo, determinar los valores
internos de alerta y de accién donde las normas no establecen limites de referencia,
es Util para todas las areas clasificadas y no s6lo para aquellas donde se elabora un
producto estéril.® Esta informacion es de utilidad para verificar el estado de control
del area y prever una tendencia de desvio de las condiciones habituales, permite
iniciar una investigacion con implementacion de acciones correctivas inmediatas en
caso de ser necesario.

El control ambiental en la Unidad de Produccién del INEVH se ejerce mediante
barreras sanitarias a distintos niveles. El ingreso de personal, de materiales y de
equipos se hace a través de puertas exclusas. Se utiliza vestimenta adecuada para
las actividades a desarrollar dentro de cada area, éstas actian como una barrera
entre la flora microbiana de la piel del operador y el ambiente. Existen
procedimientos escritos donde se detallan los programas de limpieza y desinfeccién,
especificando frecuencia y rotacion de desinfectantes.® El aire que ingresa a través
de filtros HEPA de eficiencia comprobada, es acondicionado para mantener una
temperatura y humedad constantes. Las presiones diferenciales entre ambientes
para direccionar el flujo de aire es otro de los mecanismos utilizados para proteger
al producto, en algunos casos, o al medio ambiente en otros. Todos estos
mecanismos, puestos en funcionamiento conjuntamente, intentan mantener al
ambiente bajo un estado de control para garantizar entre otras cosas la calidad
microbiolégica.

El estado de control de estas areas es rutinariamente verificado a través de
programas de monitoreo ambiental para particulas viables y no viables como asi
también a través de parametros fisicos como temperatura, humedad relativa y
presiones diferenciales. La instauracién de un plan de monitoreo microbiolégico
ambiental requiere evaluaciones de la calidad microbiolégica del aire presente en el
interior de los ambientes, indumentaria de los operadores y superficies.10-12

Este trabajo pretende establecer los limites microbioldgicos internos de alerta y de
accion para el monitoreo ambiental y de operadores y detectar las condiciones de
riesgo para las areas clasificadas como Grado D en la planta de produccién del
Instituto Nacional de Enfermedades Virales Humanas INEVH y de esta forma
contribuir a que en dichas areas para la producciéon y el control de los productos
intermedios y finales se garantice la calidad y se mantenga bajo control.
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METODOS
MONITOREO MICROBIOLOGICO AMBIENTAL DE LAS AREAS CLASIFICADAS

Se realiz6é el monitoreo de la calidad microbioldgica de la vestimenta y los
ambientes de areas Grado D destinadas a distintas operaciones involucradas en la
produccion y el control de vacunas para obtener los recuentos bacterianos a fin de
utilizarlos para establecer los limites internos de alerta y accién. La toma de
muestras para la evaluacion se realizé en un periodo que abarcé desde marzo a
noviembre del afio siguiente, segin la metodologia recomendada por la
Farmacopea Argentina.'3

AREAS SELECCIONADAS PARA LA EVALUACION

Se seleccionaron areas destinadas a las operaciones criticas en cuanto a los
requisitos de calidad microbiolodgica:

e Laboratorios de Produccién de Cultivos Celulares Normales
e Laboratorios de Control de Calidad
e Bioterio de Cria de Animales SPF (specific patogen free)

MONITOREO DE SUPERFICIES Y VESTIMENTA

La toma de muestra en las superficies y la ropa se realizé por contacto mediante la
aplicacion estandarizada de placas RODAC ( Replicate Organisms Detection and
Counting) de 55 mm de diametro, y placas de Petri de 90 mm de diametro para la
impresion de los dedos enguantados de ambas manos. En ambos tipos de placas se
utilizé medio de cultivo microbiolégico Agar D/E Neutralizing (BD-Difco), preparadas
segun instrucciones del fabricante. Las placas tuvieron un plazo de validez de 20
dias conservadas entre 2 °C a 8 °C.*415

El monitoreo de las superficies se realizé antes y después de la limpieza incluyendo
pisos, paredes, puertas y mesadas.

La coleccidon de muestras de la vestimenta estéril se realizé al personal involucrado
en tareas de produccién de cultivos celulares normales, ejecucién de ensayo de
esterilidad, cria y cuidado de ratones SPF.16:17

MONITOREO DEL AIRE

Las muestras de aire fueron tomadas, en todas las areas, mediante el método
activo en reposo y en proceso.8-20

Método activo: método volumétrico por impacto sobre placa con Agar con equipo
colector volumétrico air IDEAL 3P (Biomerieux), con un caudal de aspiracion
calibrado de 100 L/min y una velocidad de impacto inferior a 20 m/s. El volumen
muestreado fue de 1 000 litros.

En el equipo colector se utilizaron placas de Petri de 90 mm de diametro con Agar
Tripticasa Soja (BD-Difco). Todos los medios de cultivos microbiolégicos contaron
con certificado de analisis. Los mismos fueron preparados siguiendo las
instrucciones del fabricante.
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INCUBACION Y RECUENTO

Las placas utilizadas en la toma de muestras fueron llevadas de inmediato al
Laboratorio de Microbiologia de Control de Calidad para su incubacién en estufa a
30-35 °C por 48 horas para el recuento de bacterias, mas 72 horas a 20-25 °C para
hongos.?*2? Los recuentos fueron registrados en UFC (unidades formadoras de
colonias).

ANALISIS ESTADISTICO PARA LA DETERMINACION DE LOS LIMITES DE ALERTA Y
ACCION

De acuerdo a la naturaleza y la forma en que se comportan los microorganismos, la
distribucion de los resultados obtenidos por métodos microbioldgicos se puede
describir mediante la Distribucién de Poisson.

El analisis estadistico de los resultados obtenidos en UFC, de los monitoreos
correspondientes a cada ambiente de las areas clasificadas Grado D, se realizd
mediante el calculo de la media aritmética y la desvio estandar.?®

Se calculé la franja habitual de trabajo y los limites internos para cada area
clasificada de la siguiente forma:

- Intervalo Habitual de Trabajo: desde cero hasta la media aritmética aumentada
en dos desvios estandar.

- Limite de Alerta: media aritmética aumentada en un desvio estandar.

- Limite de Accidn: para valores por encima del valor mas alto obtenido para el
Intervalo Habitual de Trabajo.

RESULTADOS
LIMITES DE ALERTA Y ACCION

El estudio sistematico del ambiente de estas areas limpias y el posterior analisis
estadistico de los recuentos obtenidos, provey6 datos para establecer el intervalo
de recuentos habituales de trabajo y determinar los limites internos de alerta y de
accion (tablas 1, 2, 3). Se calcularon los intervalos habituales de trabajo y limites
de alerta para antes y después de la limpieza de superficies de areas de uso
comun, por ejemplo pasillos y oficinas, boxes de uso restringido a determinadas
actividades que requieren mayor limpieza en el ambiente y para el area total de la
instalacioén, pasillo y boxes. Se calcularon ademas para la indumentaria
segregando, ropa, guantes durante la vestimenta y guantes pos trabajo. Se calcul6
también para el aire de los boxes en estado de reposo y de proceso. El limite de
accion corresponde a los valores que sobrepasan al intervalo habitual de trabajo.

En base a los resultados obtenidos se proponen los limites de alerta y accién de
aplicacion a todas las areas Grado D del INEVH (tabla 4) fundamentales para
detectar cambios en la tendencia o desvios con la suficiente antelacién para
comenzar los estudios pertinentes y aplicar medidas correctivas inmediatas.®23
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Tabla 1. Limites de Alerta y Accion. Bioterio

Superficies (UFC/placa)

Pre Limpieza Pos Limpieza
. Area - Area
Area Boxes Total Area Boxes Total
Uso Uso
Comun Comun
n=39 n=72 n=111 n=38 n=72 n=110
Intervalo Habitual
y Limite de Accién 0-6 0-21 0-16 =3 0-4 =3
(UFC)
Limite Alerta (UFC) 3 17 13 - 3 -

Indumentaria (UFC/placa)

Ropa Estéril Guantes (5 dedos) Guantes {5 dedos)
Pre Trabajo Pre Trabajo Pos Trabajo
n=30 n=12 n=10
Intervalo Habitual y
Limite de Accidn 0-10 =3 0-5
(UFC)
Limite Alerta (UFC) 7 - 3
Aire (UFC/m?)
Aire Box-Met. Act.
Reposo Proceso
n= n=4
Intervalo Habitual
y Limite de Accién 0-34 0-100
(UFC)
Limite Alerta (UFC) 30 EI)
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Tabla 2. Limites de Alerta y Accidon. Cultivos Celulares Normales

| Superficies (UFC/placa)
| Pre Limpieza | Pos Limpieza
Area Boxes Area Area Boxes Area
Uso Total Uso Total
Comun Comdn

| n=101 n=126 n=227 | n=100 n=126 n=226
Intervalo 0-53 0-23 0-37 0-4 0-4 0-4
Habitual y
Limite de
Accidn (UFC)
Limite Alerta 47 19 32 3 3 3
(UFC)

| Indumentaria (UFC/placa)

| Ropa Estéril | Guantes (5 dedos) | Guantes (5 dedos)

| Pre Trabajo | Pre Trabajo | Fos Trabajo

| n=111 | n=50 | n=42
Intervalo
Habitual y 0-5 <3 0-11
Limite de
Accidn
(UFC)
Limite Alerta 3 - 8
(UFC)

| Aire (UFC/m?)

| Aire Box-Mét. Act.

| Reposo | Proceso

| n=4 | n=44
Intervalo
Habitual y 0-8 0-71
Limite de
Accidn
(UFC)
Limite Alerta & 64
(UFC)
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Tabla 3. Limites de Alerta y Accion. Control de Calidad

Superficies (UFC/placa)

Pre Limpieza

| Pos Limpieza

Area Boxes Area Area Boxes Area Total
Uso Total Uso
Comudn Comun
| n=44 n=80 n=124 | n=44 n==80 n=124
Intervalo Habitual 0-58 0-40 0-47 0-5 0-5 0-5
y Limite de Accién
(UFC)
Limite Alerta 52 35 41 3 3
(UFC)
Indumentaria (UFC/placa)
Ropa Estéril | Guantes (5 dedos) | Guantes (5 dedos)

Pre Trabajo |

Pre Trabajo |

Pos Trabajo

n=95 |

n=38 |

n=30

Intervalo Habitual y
Limite de Accion
(UFC)

0-7

<3

<3

Limite Alerta
(UFC)

Aire (UFC/m?3)

Aire Box-Méat. Act.

Reposo

| Proceso

n=§8

n=7

Intervalo Habitual y
Limite de Accidn
(UFC)

0-164

0-195

Limite Alerta (UFC)

152

182

http://scielo.sld.cu
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Tabla 4. Limites de Alerta y Accién propuestos para Areas Grado D del INEVH

Superficies (UFC/placa)

Limite de Accion (UFC) Pre Limpieza Pos Limpieza
50 5
Limite Alerta (UFC) 40 3
Indumentaria (UFC/placa)
F.opa Estéril Guantes (5 Guantes (5
Pre Trabajo dedos) dedos)
Pre Trabajo Pos Trabajo

Limite de Accidon (UFC) 10 3 5
Limite Alerta [(UFC) 7 - -

Aire (UFC/m?¥)
Ajre Box- Mé&t. Act.

Limite de Accidon (UFC) 50 200
Limite Alerta (UFC) 30 150
DISCUSION

Es fundamental para estas areas limpias donde se manufacturan o ensayan
productos bioldgicos estériles, mantener los ambientes bajo control de manera que
se reduzca drasticamente la introduccion, generacion y retencién de contaminantes,
entendiéndose por contaminacion a "la introduccion no deseada de impurezas de
naturaleza quimica o microbioldgica, o de sustancias extrafias, dentro o sobre las
materias primas o productos intermedios, durante la produccién, muestreo,
acondicionamiento, almacenamiento o distribucion".?*

La autoridad regulatoria argentina ANMAT, recomienda ciertos limites
microbiolégicos;® para un area clasificada como Grado D en proceso, la norma
recomienda: 200 UFC/m? en muestras de aire, 100 UFC/placa de 90 mm con hasta
4 horas de exposicion, 50 UFC/placa de contacto de 55 mm y no define limite para
la impresiéon de los dedos enguantados.

Los recuentos obtenidos de las superficies de las areas clasificadas, provienen de
los monitoreos realizados antes y después de la limpieza hechos para evaluar la
efectividad del programa de limpieza y desinfeccion aplicado a todos los
laboratorios de la Unidad de Produccién del INEVH. Los datos provistos por estos
recuentos muestran el peor y mejor caso en cuanto a la contaminaciéon
microbioldgica del area, ya que los recuentos pre limpieza indican el estado
microbiol6gico posproceso y el poslimpieza las condiciones previas al proceso,
dejando al estado "en proceso" considerado por la norma como una situacion
intermedia. Este programa y su correspondiente control adquieren su mayor
relevancia en el mantenimiento del as areas limpias bajo control microbiolégico
permitiendo asegurar y sostener la clasificacion de area.
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Los recuentos obtenidos antes y después de la limpieza de los ambientes del
Bioterio muestran valores maximos que no superan las 50 UFC/placa, limite
sugerido por la norma para ambientes Grado D (ISO 8). Los bajos recuentos
encontrados fueron valores esperados, debido a que solo ingresan al sector dos
personas entrenadas para tal fin y con vestimenta estéril que cubre al cuerpo
completamente. Los valores de los recuentos descienden considerablemente
después de la limpieza.

El nimero de muestras de aire no seria estadisticamente suficiente, aunque
muestra una tendencia a tener recuentos por debajo de las 200 UFC/m?3 en proceso,
valor recomendado por la norma para ambientes Grado D (ISO 8).

Por otra parte, si bien no hay recomendaciones para la indumentaria de personas
que ingresan a areas Grado D, los resultados se muestran compatibles con un area
Grado B (I1SO 5).

La reglamentacion aplicada desde 1996 para Bioterios de laboratorios elaboradores
de especialidades medicinales y/o andlisis para terceros en el marco de las Buenas
Practicas de Laboratorios, no hace referencia a un Grado de pureza de aire
determinado para las actividades que ahi se desarrollan.?® El sostenimiento de la
calidad de animales libres de patégenos especificos en el INEVH desde varios afios
atras, permite sugerir que esta clase de area Grado D (ISO 8) seria apropiada para
la cria de animales de la calidad descripta.

En los Laboratorios de Cultivos Celulares Normales, se muestran valores por encima
de las 50 UFC/placa en superficies prelimpieza de areas de uso comun. A diferencia
del Bioterio, aqui el personal es mas numeroso y se encuentra realizando las
actividades de rutina, para lo cual utilizan vestimenta no estéril y que no cubren la
totalidad del cuerpo. Estos valores descienden drasticamente después de la
limpieza.

Las muestras de aire tomadas en los Laboratorios de Cultivos Celulares Normales
fueron escasas, aunque muestran una tendencia de los valores en UFC a estar por
debajo de los limites recomendados para el estado en proceso (200 UFC/m?3).

Se obtuvieron los limites internos para los recuentos microbiolégicos sobre la
indumentaria utilizada para procedimientos asépticos realizados en este sector. De
forma similar al Bioterio, los recuentos en la vestimenta se muestran compatibles
con los limites recomendados por la norma para personas que ingresan a un area
Grado B (ISO 5).

Los Laboratorios de Control de Calidad, al igual que los anteriormente
considerados, son Grado D (ISO 8), pero presentan caracteristicas diferentes para
el direccionamiento del aire. Esto se debe, a que las presiones diferenciales, hacen
que el aire ingrese desde el pasillo de circulacidon a los boxes. De esta forma, los
boxes funcionan como ambientes de Nivel 11l de biocontencién, brindan proteccion
al exterior de microorganismos infecciosos o potencialmente infecciosos.

El intervalo habitual en superficies prelimpieza, presenta valores elevados, por
encima de las 50 UFC/placa, que disminuyen ampliamente después de la limpieza.
También en este caso, debe considerarse la circulacion del personal, con
vestimenta no estéril y que no cubre a la totalidad del cuerpo.

Los muestreos de indumentaria en Control de Calidad se realizan durante la
ejecucién del ensayo de esterilidad. Este procedimiento aséptico, de corta duracién,
se lleva a cabo dentro de un Gabinete de Seguridad Biolégica (GSB). Los resultados
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para la indumentaria estéril, no solo se muestran compatibles con los limites para
personas que ingresan a un area Grado B (ISO 5), sino que los recuentos en dedos
de manos enguantadas postrabajo, también se encuentran dentro de lo
recomendado por la norma para esa clasificacion.

Aunque el nimero de muestras de aire tomadas por el método activo es pequerio
para concluir, presenta una tendencia a valores de recuentos cercanos a las 200
UFC/m?® sugeridas, tanto en estado de reposo como en proceso. La presién negativa
del Laboratorio con respecto al exterior podria acarrear gran cantidad de particulas
transportadoras de microorganismos, sin embargo, los recuentos obtenidos
muestran la eficacia tanto de los desinfectantes utilizados como asi también de las
técnicas de limpieza y las demas barreras sanitarias utilizadas para mantener el
area bajo control microbioldgico. Lo expresado anteriormente permite justificar el
uso de las 200 UFC/m?® como limite interno solo para las areas Grado D de Control
de Calidad, tanto en condiciones de reposo como de proceso.

Del analisis de los resultados obtenidos de las distintas areas Grado D que
componen la planta de producciéon del INEVH, surgen los limites de alerta y accion
propuestos (tabla 4) para ser utilizados de manera general como una herramienta
tendiente a colaborar con el sostenimiento del control microbiolégico de todas sus
areas.

El analisis de los resultados de los controles microbiolégicos realizados en los
ambientes de las areas clasificadas Grado D de la Unidad de Produccion, a través
de las muestras tomadas en superficies, vestimentas y aire, permitio calcular los
intervalos habituales de trabajo. Dentro de los mismos, deberian encontrarse los
valores de recuentos que se obtienen de rutina en estas areas clasificadas. En
relacion a estos intervalos, el establecimiento de los valores para los limites
internos de alerta y accion, permite actuar con mayor rapidez, ante cualquier
desvio de las condiciones habituales, para aplicar las medidas correctivas
necesarias.?®

La amplia disminucién de los recuentos en superficies después de la limpieza
demostré que los programas de limpieza y desinfeccion aplicados por los operarios
han sido efectivos para mantener una biocarga aceptable en todas las instalaciones.
Con un programa de monitoreo ambiental establecido, los limites de alerta y accion
deben ser re evaluados periédicamente. Esta demostrado ampliamente en la
bibliografia los individuos son la principal fuente de diseminacién de particulas
transportadoras de microorganismos.?’ Esto debe ser considerado para restringir la
circulaciéon de personal a lo estrictamente necesario, principalmente en los lugares
donde se desarrollan técnicas asépticas y el nivel de contaminantes tiene que ser
bajo. Por la misma razén, es muy importante mantener los entrenamientos de
colocaciéon de indumentaria estéril y su calificacion.

El trabajo realizado brinda las herramientas necesarias para proporcionar una guia
a todos los laboratorios que integran la Unidad de Produccion del INEVH, tendiente
a colaborar con la mejora continua en el sostenimiento de las areas bajo estricto
control microbiolégico. La actitud proactiva para alcanzar los requerimientos y
recomendaciones de las normas nacionales e internacionales, lleva en consecuencia
a un mejoramiento del programa de aseguramiento de la calidad de los productos
elaborados.
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