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1. INTRODUCCION

Las plantas son uno de los recursos naturales mas abundantes en el planeta, proveyendo
a la humanidad desde sus inicios, la misma gque en su evolucion descubrié que muchas de
estas plantas podian ser usadas con fines medicinales. Hoy sabemos que todos los
beneficios que se les atribuyen a las plantas medicinales, son resultado de un principio
activo, el cual se obtiene quimicamente mediante rutas metabdlicas. La gran biodiversidad
a nivel floral en Colombia ha permitido generar un proceso de aprovechamiento de sus
principios activos conocidos de distintos géneros florales bien estudiados. La utilidad mas
alta de dichos principios activos esta destinada al desarrollo de preparaciones
farmacéuticas, las cuales son enfocadas al uso terapéutico alternativo y farmacologia
vegetal con un fin social.

A partir del siglo XXI, se ha despertado la conciencia colectiva de optimizar la utilizacion de
los recursos naturales, debido a que se han presentado fenémenos de escases de recursos
(agua, petréleo, gas entre otros) y se esta siendo notable el calentamiento global, por tal
motivo se esta migrando a tecnologias més limpias y al empleo de las plantas, como materia
prima para la produccién de gran variedad de articulos o productos.

Gracias a la localizacién anica en el planeta, Colombia es uno de los paises de mayor
diversidad biolégica en el mundo. Con sélo 0.77% de la superficie terrestre emergida,
cuenta con el 10% de las especies conocidas. Algunas de las especies vegetales que se
destacan son las fanerégamas en nimero de 45 a 50 mil, un poco menos que Brasil que
tiene 55.000 especies conocidas, pero su territorio es 7.45 veces mayor que el de Colombia.
(Fonseca, 1990). El territorio colombiano es el habitad de 1750 especies de aves conocidas
(19.40%) del total mundial, siendo sélo sobrepasados por Pert con 1790 (19.84%) del total.

El Laboratorio de Farmacologia Vegetal (LABFARVE) nace con el fin de utilizar la gran
biodiversidad de flora colombiana en beneficio de la humanidad, con una trayectoria de mas
de 30 afios en el mercado llevando alternativas saludables, a base de plantas medicinales,
para el tratamiento alternativo de diferentes dolores y dentro de su portafolio tiene
Productos Fitoterapéuticos, cosméticos y formulas magistrales.

Paralelo al despertar colectivo enfocado al mejoramiento de la utilizacién de recursos
naturales, esta el fenomeno de la globalizacion, el cual, ha traido consigo la necesidad de
estandarizar procesos productivos, ya que de esta manera se busca obtener el mismo
producto sin importar el sitio donde se elabore. Es por ello, que a lo largo de los afios
organismos internacionales como la Organizacion Mundial para la Salud (OMS) y entes
regulatorios nacionales como el INVIMA para Colombia se han encargado de la elaboracién
de diferentes normas, en las cuales se parametrizan los estdndares de calidad para un
producto y/o servicio.




El empleo de materias primas de tipo vegetal para la elaboracion de productos de uso
personal conlleva a efectuar una serie de pardmetros relacionados con la calidad con la
finalidad de darle cumplimientos a los requisitos y normativas establecidas por los entes
reguladores, todo ello con el objetivo de garantizar que un producto cumpla con las
necesidades requeridas por el cliente y por el contrario no cause un efecto no deseado en
él. El desarrollo de farmacos y cosméticos puede acarrear consigo la presencia de peligros
de tipos microbiolégicos, fisicos y quimicos cuando los procesos de su fabricacion no
cumplen los parametros de calidad estipulados, en LABFARVE los procesos de fabricacion
estan basados en las Buenas Practicas de Manufactura (BPM) para garantizar la calidad y
pureza de todos sus productos, ademés de la implementacion de las Buenas Practicas
Agricolas (BPA) en el cultivo organico de plantas medicinales.

Adicionalmente, se debe cumplir con lo establecido en la Resolucion 5107/2005 del
Ministerio de la Proteccion Social para Productos Fitoterapéuticos, la decisién 516/2002 de
la Comision de la Comunidad Andina, la decision 833/2018 de la Comision de la Comunidad
Andina y de la Resolucion 2108/2019 de la secretaria General de la Comunidad Andina
para Cosméticos, la Guia de Buenas Practicas de Elaboracion para Formulas Magistrales
de la Red eami y finalmente la guia de Elaboracién de Cannabis sativa del INVIMA.

El cumplimiento de la normatividad anteriormente mencionada, es de vital importancia para
el funcionamiento de la organizacién, esto da garantia de la calidad de los productos
elaborados, lo que traduce a la satisfaccion del cliente, por lo tanto, trae su fidelizacion y
por otro lado el empleo de menos recursos, ya que evita el reproceso o las destrucciones
innecesarias.




2. JUSTIFICACION

El laboratorio de Farmacologia Vegetal (LABFARVE) es una organizacion dedicada a la
elaboracion, envasado, comercializacién y distribucion de productos fitoterapéuticos,
cosméticos, formulas magistrales, entre otros, el cual para su funcionamiento debe cumplir
la normativa establecida por los entes reguladores.

En el desarrollo de este trabajo se describen los procesos microbiol6gicos llevados a cabo
por el Laboratorio de Microbiologia, tales como andlisis de recuento en placa para
microorganismos aerobios mesofilos, mohos y levaduras y microorganismos especificos,
los cuales pretenden tener control de las caracteristicas de calidad de las materias primas,
productos en proceso, productos terminados y materiales de envase. Asi mismo, se detallan
los controles microbioldgicos semanales y mensuales de los procesos productivos, llevados
a cabo para dar seguimiento a las posibles fallas que afectarian la calidad microbiolégica
de los productos

El control microbioldgico realizado en LABFAVE pretende dar cumplimiento a las normas
de calidad exigidas por el INVIMA y para ello la direccion técnica de la organizacién
establece limites microbianos internos en los que se pueda realizar alguna accién correctiva
en caso de ser necesario y poder seguir teniendo altos estandares de calidad.

El cumplimiento de la calidad es de vital importancia para el sostenimiento de LABFARVE,
ya que asegura el cumplimiento de los estandares regulatorios y la satisfaccién del cliente
final, lo que conlleva a tener margenes de ganancia estables por compras fijas del producto.




3. OBJETIVOS

3.1. GENERAL.

Verificar el cumplimiento de los parametros de calidad microbiol6gica a los procesos y
productos manufacturados en el laboratorio de farmacologia vegetal-LABFARVE.

3.2. ESPECIFICOS.

e Evaluar la calidad microbiolégica de los productos fitoterapéuticos, cosméticos y
férmulas magistrales elaborados en LABFARVE.

e Determinar la presencia de microorganismos indicadores y patdgenos en las fuentes
externas al producto terminado, con el fin de determinar su impacto en el mismo.

e Comprobar la capacidad de recuperacién microbiana de los medios de cultivo
nutritivos y a su vez la propiedad de inhibion de los medios de cultivo selectivos y/o
diferenciales.




4. MARCO REFERENCIAL

4.1. Laboratorio de Farmacologia Vegetal e Investigaciones Asociadas
(LABFARVE).

LABFARVE fue fundada en 1984 por el Doctor Jorge Pifieros Corpas, creando un grupo
multidisciplinario de profesionales, los cuales se dedicaron a la investigacién y desarrollo
de preparaciones farmacéuticas, las cuales tenian un principio activo a partir de plantas
medicinales colombianas. Todo ello enfocado a la sociedad, aportandole una alternativa
terapéutica basada en la farmacologia vegetal; los costos de los medicamentos de sintesis
guimica son cada vez mayores, mientras que los de los extractos vegetales impactan
positivamente el precio final para el sistema de salud, siendo el paciente el principal
beneficiado. El uso de preparaciones farmacéuticas a partir de plantas medicinales reduce
significativamente la aparicion de efectos secundarios ademés de reducir sustancialmente
la posibilidad de toxicidad (LABFARVE, 2017).

En LABFARVE se aprovecha la gran biodiversidad de Colombia, catalogada en el 2016
como el segundo pais mas biodiverso del mundo, ubicandose entre las 12 naciones mas
megadiversas del planeta (MINCIENCIAS, 2016). Las plantas medicinales en Colombia
ocupan una porcion aproximadamente entre el 10% de la flora del pais.

Para LABFARVE la calidad de sus productos y la satisfaccion de los usuarios es lo méas
importante, por ello todos los productos son elaborados bajo controles estrictos de calidad,
estudios de estabilidad y toxicidad, los cuales generan una eficiencia y un grado alto de
seguridad al consumidor final. Todos los procesos conllevan a un seguimiento de su
trazabilidad desde el cultivo de las plantas medicinales hasta la obtencién del producto final.
Los productos cuentan con el certificado de cumplimiento de Buenas Practicas de
Manufactura (BPM), ademas de la certificacion que da garantia de Buenas Practicas
Agricolas (BPA), las cuales son aplicadas en el cultivo de plantas medicinales de
LABFARVE. Se tiene el reconocimiento como miembro de la Unién para el BioComercio
ético (UEBT), que es una entidad internacional que promueve el biocomercio ético, asi
mismo la Administracién de Medicamentos y Alimentos (FDA) le da la autorizacion para la
comercializacién de los productos en Estados Unidos y en otros paises.

4.1.1. Referencia Doctor Jorge Pifieros Corpas.

Médico, educador y visionario de profundos principios y gran compromiso social, quien se
atrevié a sofiar y a creer en la fuerza de sus suefios. El Doctor Pifieros Corpas naci6 el 12
de abril de 1927 en el municipio de Manta, Cundinamarca, y obtuvo su grado de Bachiller
en 1942 en el Colegio Externado Nacional Camilo Torres. Posteriormente, estudié su




carrera de Medicina en la Universidad Nacional, culminandola con Tesis de Grado Laureada
“La Dactiloscopia en Neurologia” y obteniendo el Titulo de Médico Cirujano el 30 de
noviembre de 1948.

En su desempefio profesional como docente, se destacé como profesor encargado de
“Introduccién a la Fisiologia” en la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional durante
los afios 1954 y 1955. Desde el afio 1956 hasta el afio 1964, fue profesor agregado de
Clinica Semiolégica de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional, Profesor
Asociado de Medicina de la Universidad Nacional desde 1959 hasta 1964, Profesor de
Farmacologia en la Facultad de Medicina del Colegio Mayor de Nuestra Sefiora del Rosario
en los afios 1966 y 1967. Director del Departamento de Fisiologia de la Facultad de
Medicina de la Universidad Nacional en 1964, Jefe de Consulta Externa — Docente de la
Facultad de Medicina del Colegio Mayor de Nuestra Sefiora del Rosario en 1967,
Coordinador cientifico del Instituto de Seguro Social entre los afios 1954 - 1957, Miembro
de la Academia Nacional de Medicina durante el periodo 1968 — 1972.

Durante su destacada trayectoria como profesional de la Medicina, el Dr. Pifieros publico
entre otras, las siguientes obras:

e La Historia Clinica (1952)

e Clinica Semioldgica, Primera y Segunda edicion (1956 y 1964)

e Medicina Interna. Compendio Practico de Nosologia (1967)

e Fisiologia de los Sistemas de Regulacion. Sistemas Reguladores de la Homeostasis
(1962)

e Curso de Fisiologia y Bioquimica (1971)

e Curso de Farmacologia y numerosas Monografias de Revistas cientificas de
Colombia y el exterior.

Fundador también de la Fundacién Clinica Hospital Juan N. Corpas y Centros Asistenciales
Afines, de la Fundacion Laboratorio de Farmacologia Vegetal LABFARVE y de MEDICOR
Ltda.

Dedic6 su vida a promover una Educacion Médica, con visién sistémica y enfoque integral,
bio-psico-social y espiritual, enmarcado en el concepto de Medicina Social y en el modelo
de Medicina Familiar, asi como a la investigacién de la Flora Medicinal Colombiana, en
procura de un farmaco-economia con beneficio social, como del uso de las Terapéuticas
Alternativas con rigor cientifico. Habiendo sido ejemplo para muchas generaciones de
profesionales, fallecié en la ciudad de Bogota el 2 de diciembre del afio 2012, dejando un
gran legado que permanece y seguird trascendiendo (LABFARVE. s. f).

4.2. Tipo de Productos Fabricados en LABFARVE.

Los productos fitoterapéuticos y formulas magistrales de LABFARVE, tienen diferentes
formas farmacéuticas, dentro de las que se encuentran: Capsulas, estas consisten en
cubiertas de gelatina que se llenan con sustancias sélidas (polvos o granulados) o liquidas




(soluciones o suspensiones) y se administran por via oral; una vez en el tubo digestivo la
capsula se disuelve, liberando el principio activo junto con los excipientes; soluciones
orales, las cuales son mezclas liquidas homogéneas obtenidas por disolucion de un
farmaco soluble en agua, destinadas al uso interno o externo, gotas, que vienen en frascos
goteros de pequefio volumen y se suministran directamente sobre las mucosas o cavidad
sublingual, y jarabes, que son soluciones que ademas contienen una buena proporcion de
azucar con el fin de mejorar el sabor de los farmacos; usualmente se les adiciona ademas
agentes saborizantes, por lo cual es necesario tener mucha precaucion con los nifios.

Los productos cosmeéticos elaborados en LABFARVE, tienen las siguientes formas
farmacéuticas: Geles, que son preparaciones lavables transparentes y generalmente
incoloros y cremas, las cuales, son suspensiones de aceite en agua y poseen accion
secante, muy utiles en procesos hiimedos (Bustamante, 2014).

4.2.1. Medicamentos fitoterapeuticos.

Los fitoterapéuticos son productos medicinales empacados y etiquetados, cuyas sustancias
activas provienen de plantas medicinales o asociaciones de estas o de extractos, tinturas o
aceites, presentado en estado bruto o en forma farmacéutica que se utiliza con fines
terapéuticos. En su formulacién, no pueden contener principios activos aislados y
guimicamente definidos (INVIMA, 2020).

4.2.1.1. Control de calidad a productos fitoterapéuticos.

La creciente demanda de productos medicinales elaborados a partir de materia prima
vegetal proveniente de plantas medicinales, como sustituto de los medicamentos
sintetizados a partir de una formulacion quimica, genera la necesidad de implementar
métodos para garantizar la calidad de estos productos, mediante el uso de técnicas
microbioldgicas, fisicoquimicas y organolépticas. Las plantas medicinales pueden sufrir
deterioro o contaminarse facilmente debido a su estado natural es susceptibles al ataque
de microorganismos que pueden afectar su naturaleza, por ende, es de gran importancia
realizar el control de calidad a las materias primas vegetales.

La contaminacién microbiologica principalmente puede llegar a afectar al usuario final una
vez se presente debido a que se puede generar en la materia prima la aparicion de
microrganismos de tipo patégenos o generarse en la materia prima metabolitos secundarios
de tipo toxicos como las micotoxinas sintetizadas por algunos géneros fungicos, la
produccion de endotoxinas de origen bacteriano, la transformacion microbiana de
compuestos propios de las plantas medicinales en compuestos de tipo toxicos (Mora et al
2014).




4.2.2. Cosméticos.

Un producto de tipo cosmético es toda aquella sustancia o formulacién cuya aplicacion esta
dirigida a la superficie externas del cuerpo humano: epidermis, sistema piloso y capilar,
ufas, labios y érganos genitales externos o en los dientes y las mucosas bucales, con el fin
de perfumarlos, limpiarlos, modificar el aspecto, proteger o mantener un estado bueno y
prevenir olores de tipo corporal, segun la Decisién 516 de 15 de marzo de 2002 Comisién
de la Comunidad Andina.

4.2.2.1. Microbiota alterante y patégena de los productos cosméticos.

Dentro de los microorganismos patdgenos que pueden afectar los productos cosméticos,
se encuentran: Pseudomonas aeuroginosa, esta es una bacteria Gram negativa patdégena,
responsable de una gran variedad de infecciones oftalmicas y de los tejidos circundantes
(ulcera corneal, queratitis bacteriana). Burkholderia cepacia, un patdgeno oportunista
causante de infecciones en la poblacion inmunosuprimida. S. aureus es un microorganismo
Gram positivo y un patégeno humano potencial que puede causar infecciones en la piel
(impetigio) y conjuntivitis. S. marcescens, causante de septicemia en bebes. Klebsiella
pneumonia, una bacteria Gram negativa de la familia de las Enterobacteriaceae, es un
patégeno humano y puede causar neumonia fulminante grave (Neza and Centini, 2016).

Los mohos y las levaduras, estos pueden causar irritacion, inflamacion de la piel alrededor
del ojo, infeccion respiratoria si se inhala o pérdida de la vista. Candida albicans produce
candidiasis.

Los principales microorganismos patdgenos asociados a contaminacién de cosméticos son
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella oxytoca, Burkholderia cepacia, Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Candida albicans, Enterobacter gergoviae y Serratia marcescens
la presencia en el producto final de estos agentes patégenos se puede deber a que eran
contaminantes presentes en las materias primas utilizadas para la elaboracién de dicho
producto final, afectando asi la garantia del producto lo que podria conllevar a generar
pérdidas de tipo econdmicas (Nagarnaik et al., 2015). La pérdida de calidad no solo se
puede dar debido a la presencia de patégenos en el cosmético final, si no que este puede
ser alterado por microorganismos debido a que en el producto se les proporciona un medio
Optimo para la contaminacion microbioldgica: Contienen proteinas, azucares, vitaminas,
aceites y agua, todo lo que los microorganismos necesitan para crecer. El pH neutro y otras
caracteristicas fisicoquimicas intrinsecas del producto general el habita ideal para las
bacterias, mohos y levaduras (Stewatrt et al., 2016).




4.2.3. Formulas Magistrales.

Se define como un medicamento destinado a un paciente individualizado, preparado por el
farmacéutico, o bajo su direccién, para dar cumplimiento a una prescripcion de un médico,
la cual detallard las sustancias medicinales que incluye, seguin las normas técnicas y
cientificas del arte farmacéutico, dispensada en una oficina de farmacia o servicio
farmacéutico y con la debida informacion para el usuario en los términos previstos por la
ley (BOE, 1990; Red EAMI, 2016).

4.2.3.1. Calidad de las Férmulas Magistrales.

La contaminacion de formulaciones no estériles puede reducir o inactivar la actividad
terapéutica del farmaco, o incluso provocar toxicidad del farmaco que puede afectar la salud
del paciente. La ingesta de microorganismos patdgenos podria originar infecciones
particularmente graves en recién nacidos y pacientes inmunodeprimidos, ademéas de
afectar la calidad del formulado (Cabafias et al., 2016).

Los criterios para la aceptacion de la calidad microbiolégica de las formulaciones
magistrales orales acuosas no estériles son: 102 UFC en el recuento total de
microorganismos aerébicos (nUmero maximo aceptable: 200) 10! UFC en el recuento total
de levaduras y mohos (numero maximo aceptable: 20) y la ausencia de Escherichia coli en
1 g o 1 mL del producto final (Cabafas et al 2016).

Los principales microorganismos contaminantes de las férmulas magistrales son:
Salmonella spp., que es una bacteria Gram negativa patdégena, causante de infecciones,
caracterizadas por fiebre, dolor abdominal y diarrea, que puede ser sanguinolenta y que
ocurren entre 12 y 72 horas después de la ingesta de formulaciones magistrales orales.
Escherichia coli, es una bacteria Gram negativa, produce una gastroenteritis caracterizada
por: diarrea sanguinolenta, dolor abdominal y poca fiebre (Massoc, 2008).

4.3. MARCO LEGAL

La normatividad se define como un conjunto de leyes o reglamentos que rigen conductas y
procedimientos segun los criterios y lineamientos de una institucion u organizacion privada
o estatal (INVIMA, 2020). En la industria, se emplean para estandarizar conductas con el
fin de asegurar la calidad de los productos y/o procesos.




LABFARVE al ser una empresa que elabora productos a base de plantas medicinales,
dirigidos a seres humanos esta regido por entes nacionales o gubernamentales, tales como
la Secretaria de Salud, INVIMA y estupefacientes, entre otros. Los cuales mediante
normas, decretos y decisiones evaltan la forma de desempenfar las actividades.

Decisiones:

Decision 516 del 2002 de la Comision de la Comunidad Andina. Armonizacion de
Legislaciones en materia de Productos Cosméticos.

Decisiéon 833 del 2018 de la Comisién de la Comunidad Andina. Actualizacion de la
Decision 516 “Armonizacion de Legislaciones en materia de Productos Cosméticos”.

Decision 857 del 2020 de la Secretaria General de la Comunidad Andina. Modificatoria
de las Decisiones 516 y 833 sobre la Armonizacion de Legislaciones en materia de
Productos Cosmeéticos.

Decretos:

Decreto 4927 de 2009 del Ministerio de la Protecciéon Social. Por el cual se modifica el
Decreto 2266 de 2004 y se dictan otras disposiciones.

Decreto 3553 de 2004 del Ministerio de la Proteccion Social. Por el cual se modifica el
Decreto 2266 de 2004 y se dictan otras disposiciones.

Decreto 3554 de 2004 del Ministerio de la Proteccidn Social. Por el cual se regula el
régimen de registro sanitario, vigilancia y control sanitario de los medicamentos
homeopaticos para uso humano y se dictan otras disposiciones.

Resoluciones:

Resolucion 005107 del 2005 del Ministerio de la Proteccién Social. Por la cual se adopta
el Instrumento de Verificacibn de Cumplimiento de Condiciones Sanitarias para los
Laboratorios que elaboren Productos Fitoterapéuticos.

Resolucion 2108 de 2019 de la Secretaria General de la Comunidad Andina.
Reglamento de la Decision 833 "Armonizacion de Legislaciones en materia de Productos
Cosmeéticos".

Resolucién 3665 de 2009 del Ministerio de la Proteccién Social. Por la cual se adopta
la Guia de Verificacion de Cumplimiento de Buenas Practicas de Manufactura de
Medicamentos Homeopaticos y se dictan otras disposiciones.
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Resolucion 1418 del 2011 de la Secretaria General de la Comunidad Andina. Adiciones
a la Resolucién 797 Limites de contenido microbiolégico de productos cosméticos.

Resolucion 1482 del 2012 de la Secretaria General de la Comunidad Andina.
Modificacién de la resolucion 1418: Limites de contenido microbiolégicos de productos
cosmeéticos.

Resolucion 1319 del 2013 del Ministerio de Salud y Proteccidon Social. Por la cual se
expide el Manual de Buenas Practicas de Laboratorio de Control de Calidad de Productos
Farmacéuticos, se establece la Guia de Evaluacién y se dictan otras disposiciones.

Resolucion 2115 del 2007 del Ministerio de la Proteccién Social, Ministerio de
Ambiente, Vivienda y Desarrollo Territorial. Por medio de la cual se sefialan
caracteristicas, instrumentos basicos y frecuencias del sistema de control y vigilancia para
la calidad del agua para consumo humano.

Norma Técnica Colombiana:

NTC 5230 del 2017. Microbiologia de alimentos y alimento para animales. Método
horizontal de técnicas de muestreo de superficies, ambientes y manos.

Organizacién Internacional de Normalizacién:

ISO 17516/2014. Cosméticos - Microbiologia - Limites microbiolégicos. Es aplicable a todos
los cosméticos y ayuda a las partes interesadas en la evaluacion de la calidad
microbiolégica de los productos.

Guias:

GUIA DE BUENAS PRACTICAS de elaboracion y control de calidad de preparaciones
magistrales y oficinales, Red de autoridades en medicamentos de Iberoamérica 2016.

Guia para las visitas de BUENAS PRACTICAS DE ELABORACION de preparaciones
magistrales a base de cannabis, INVIMA 2019.
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5. METODOLOGIA

Para el desarrollo del informe de pasantia se llevd a cabo una revisién documental de las
especificaciones microbiologicas establecidas en el sistema de gestién de la calidad de
LABFARVE, esto con la finalidad de poder comparar los resultados obtenidos mediante el
estudio de muestras en el laboratorio de microbiologia con los criterios de aceptacién en
cada uno de los analisis presentados a continuacion.

En el grafico 1 se da a conocer de forma esquematica los diferentes procesos llevados a
cabo para el desarrollo del informe de pasantias.
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Grafico 1. Metodologia aplicada.
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5.1. DESCRIPCION DE LOS ANALISIS MICROBIOLOGICOS.

Con el fin de garantizar la calidad microbiol6gica de los productos, el laboratorio de
Microbiologia del Laboratorio de Farmacologia Vegetal LABFAVE desarrolla controles
microbioldgicos a las plantas de produccion, en la tabla 1 se describen la periodicidad de
los andlisis.

Tabla 1. Periodicidad de los analisis microbiolégicos efectuados a las plantas de

produccién.
Andlisis Microbiolégicos Planta
Andlisis Tipo de Fitoterapéuticos | Cosméticos Magistrales
muestra
Purificada Una vez a la Semana
Aguas Potable Una vez al Mes por &area especifica
Tanque de Una vez al Mes
Almacenamiento
Areas Criticas Dos veces a la Una vez al Mes
Ambientes Semana
Areas Aledafias Unavez ala
Semana
Areas Criticas Unavez ala Una vez al Mes
Superficies Semana
Areas Aledafias Unavez ala
Semana
Manipuladores Una vez a la Semana
Uniformes Una vez a la Semana
Aires Comprimido Una vez a la Semana
Trazas Una vez al Mes

Fuente: Autor, 2020.

Asi mismo, se realizan andlisis microbiolégicos al material de envase y empaque primario,
materias primas vegetales, materias primas no vegetales, producto a granel, producto
terminado, materias primas y/o producto terminado proveniente de estudios de estabilidad,
productos devueltos por quejas y reclamos, productos de investigaciéon y desarrollo.

Segun la planta de produccion proveniente, la forma farmacéutica y el tipo de usuario, el
Departamento de Aseguramiento de la Calidad le asigna unas especificaciones de calidad,
dando cumplimiento a la normatividad vigente. Las especificaciones microbiolégicas se

enfocan en dos andlisis:

1. Recuento en Placa.
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2. Pruebas de Ausencia/Presencia.

5.2. Procesamiento de materias primas, productos en proceso y productos
terminados para cosméticos, fitoterapéuticas y férmulas magistrales.

Todas las muestras que ingresen al laboratorio de Microbiologia, deben estar con su
respectiva solicitud de andlisis, en el que se encuentran datos como nhombre del producto,
lote, nimero de andlisis, entre otros, una vez se halla verificado que la informacién de la
solicitud coincida con la del rotulo del material a muestrear, se procede a ingresarlo al
cuaderno de datos primarios.

En la cabina de flujo laminar, se procede a realizar el numeral 5.2.1 "Dilucion de la Muestra”,
esto se debe realizar segun lo indica la Tabla 2.

Tabla 2. Diluyentes Utilizados.

Tipo de Producto Producto Diluyente
e Solucioén oral
e (otas
Productos Solubles en e Baiios Locales Caldo de Tripticasa de
Agua e Esencias florales Soya

e Lociones
e Enjuagues bucales
e [Extractos frescos

e Tinturas
e Materias primas
solubles en agua
Productos No Grasos e Capsulas Caldo Base de Caseina
Insolubles en Agua e Geles Lecitina y Polisorbato

e Extractos secos
e Polvos y Materias
primas no grasas

Productos Grasos e Cremas Caldo base de Caseina
e Shampoos Lecitina y Polisorbatos vy
e Aceites calentamiento de la muestra

e Extractos
Hidroglicélicos

a no mas de 45° C.

Material Vegetal

Planta Pulverizada

Agua Peptona Tamponada

Fuente: IN-O10-39 INSTRUCTIVO LABFARVE.
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5.2.1. Dilucién de la muestra.

Pesar 10 g de la muestra haciendo uso de una balanza analitica, si esta se encuentra en
un estado liquido hacer uso de un elemento volumétrico y medir 10 mL. Al obtener este
peso o volumen la muestra pasara a una dilucién 10, disponer la cantidad de la muestra
en frascos con 90 mL de caldo segun se indique en la tabla 2.

Para las muestras de material vegetal (plantas pulverizadas) se realiza el procedimiento
descrito anteriormente, con la diferenciacion de que una vez pesada la muestra y
homogenizada en agua peptonada tamponada se debe filtrar haciendo uso de un embudo
y una gasa estéril. El filtrado se usard como muestra para los siguientes procesos
microbiolégicos (USP 42, 2017).

5.2.2. Método de recuento en Placa de Aerobios Mesofilos.

Se sugiere el procedimiento descrito en la USP. Farmacopea de los Estados Unidos
volumenl, capitulo 61 Control microbiolégico de productos No Estériles, recuento
microbiano.

Tomar 10 gr o mL de la muestra y homogenizar en 90 mL del diluyente a usar segun lo
indique la naturaleza del producto tabla 2. Adicionar 1 mL del homogenizado en placas de
Petri estériles, verter sobre la caja de 15 a 20 mL de agar Tripticasa de Soya fundido a 45°
C. Mezclar la muestra mas el medio de forma homogénea, dejar solidificar e incubar de 30°
C a 35° C por 24 a 48 horas (IN-O10-34, 2019).

Contar las UFC presentes en el medio del cultivo y multiplicar por el factor de dilucién para
su posterior informe.

5.2.3. Método de recuento en Placa de Mohos y Levaduras.

Tomar 10 g o mL de la muestra y homogenizar en 90 mL del diluyente a usar segun lo
indique la naturaleza del producto tabla 2. Adicionar 1 mL del homogenizado en placas de
Petri estériles, verter sobre la caja de 15 a 20 mL de agar Sabouraud fundido a 45° C.
Mezclar la muestra méas el medio de forma homogénea, dejar solidificar e incubar de 20° C
a 25° C por 5 dias (IN-O10-35, 2019).

Contar las UFC presentes en el medio del cultivo y multiplicar por el factor de dilucién para
su posterior informe.
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5.2.4. Método de Recuento en Placa de Coliformes Totales y/o Escherichia
coli.

Tomar 10 g o mL de la muestra y homogenizar en 90 mL del diluyente a usar segun lo
indique la naturaleza del producto tabla 2. Adicionar 1 mL del homogenizado en placas de
Petri estériles, verter sobre la caja de 15 a 20 mL de agar VRBA mas MUG fundido a 45°
C. Mezclar la muestra mas el medio de forma homogénea, dejar solidificar e incubar a 35°
C por 48 horas (IN-O10-36, 2019).

Segun los indicadores del medio de cultivo en el agar VRBA con MUG, las colonias se
observan color violeta con precipitado para coliformes totales y color violeta con produccion
de fluorescencia a la luz ultravioleta (366 nm) para E. coli.

5.2.5. Método de Ausencia/ Presencia de Escherichia coli.

Enriguecimiento no selectivo se pesan 10 g muestra y se depositan en un frasco con 90mL
de Caldo base Caseina Lecitina y Polisorbato (CLP) tal como se describe en el
procedimiento IN-O10-39 PREPARACION Y DILUCION DE MUESTRA se homogeniza la
solucién. Transferir 10 mL del caldo CLP a un frasco con 90 mL de caldo Tripticasa de Soya
(TSB) e incubar a 35°C por 24 horas.

Enriguecimiento no selectivo, usando el caldo Mac Conkey, transferir 1 mL del
enriquecimiento no selectivo en caldo TSB a caldo Mac Conkey, por duplicado. Incubar a
temperatura de 42 a 44 °C por 24 a 48 horas. Siembra en agar selectivo y diferencial 0,1
mL del caldo Mac Conkey sobre el agar Mac Conkey, con ayuda de un asa de Hockey
estéril sembrar masivamente. Incubar de 18 a 72 horas a temperatura de 30° C a 35° C (IN-
010-75, 2019).

El crecimiento de colonias rojas con halo turbio indicara la presencia presuntiva de
Escherichia coli.

5.2.6. Método de Ausencia/ Presencia de Staphylococcus aureus.

Enriguecimiento: se pesan 10 g muestra y se depositan en un frasco con 90 mL de Caldo
base Caseina Lecitina y Polisorbato (CLP) tal como se describe en el procedimiento IN-
010-39 PREPARACION Y DILUCION DE MUESTRA se homogeniza la solucién. Transferir
10 mL del caldo CLP a un frasco con 90 mL de caldo Tripticasa de Soya (TSB) e incubar a
35°C por 24 horas.
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Transferir con ayuda de asa redonda el inéculo de caldo TSB a la superficie de cajas de
Petri con agar Salado Manitol, realizando siembra por agotamiento, incubar a temperatura
de 30°C a 35°C por un periodo de tiempo de 18 a 72 horas USP 42.

El crecimiento de colonias amarillas redondas con una zona amarilla en la superficie del
agar Salado Manitol, indican la presencia presuntiva de Staphylococcus aureus (IN-010-45,
2019).

5.2.7. Método de Ausencia/Presencia de Pseudomonas aeruginosa.

Este aislamiento se realiza en dos etapas, un enriquecimiento no selectivo y una siembra
en agar selectivo y diferencial.

Enriquecimiento no selectivo se pesan 10 g muestra y se depositan en un frasco con 90mL
de Caldo base Caseina Lecitina y Polisorbato (CLP) tal como se describe en el
procedimiento IN-O10-39 PREPARACION Y DILUCION DE MUESTRA se homogeniza la
solucion. Transferir 10 mL del caldo CLP a un frasco con 90 mL de caldo Tripticasa de Soya
(TSB) e incubar a 35°C por 24 horas.

La siembra en agar selectivo y diferencial hace uso del medio de cultivo Cetrimide,
transfiriendo una asada del caldo TSB y sembrando de forma masiva. Incubar a 35° C por
18 a 72 horas. Si el crecimiento de las colonias en el medio tiene un color ligeramente verde
en la superficie, indicara la presencia presuntiva de Pseudomonas aeruginosa (IN-O10-43,
2019).

5.2.8. Método de Ausencia/ Presencia de Salmonella spp.

Este método cuenta con tres etapas principales.

Enriguecimiento no selectivo se pesan 10 g muestra y se depositan en un frasco con 90mL
de Caldo base Caseina Lecitina y Polisorbato (CLP) tal como se describe en el
procedimiento IN-O10-39 PREPARACION Y DILUCION DE MUESTRA se homogeniza la
solucion. Transferir 10 mL del caldo CLP a un frasco con 90 mL de caldo Tripticasa de Soya
(TSB) e incubar a 35°C por 24 horas.

Transferir 0,1 mL del caldo TSB obtenido del enriquecimiento no selectivo a un tubo de

ensayo con 10 mL de Caldo Rappaport vassiladis, incubar de 30° C a 35°C por 18 a 24
horas.
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Realizar la transferencia con asa redonda de una alicuota del caldo Rappaport vassiladis a
placas de agar Xilosa Lisina Desoxicolato (XLD), realizar siembra por aislamiento, incubar
a 30°C a 35°C durante 18 a 48 horas.

El crecimiento de colonias de color rojo redondas, de diferente tamafio, brillantes con o sin
un precipitado negro, con viraje del medio a un rosado intenso, indica la presencia
presuntiva de Salmonella spp. (IN-O10-16, 2019).

5.2.9. Método de Ausencia/ Presencia de Candida albicans.

Preparar la muestra en frascos que contengan 90 mL de Caldo base Lecitina Polisorbato
tal como se describe en el procedimiento IN-O10-39 PREPARACION Y DILUCION DE LA
MUESTRA, homogenizar la solucién. Transferir 10 mL de CLP a 90 mL de Caldo Sabouraud
Dextrosa e incubar de 30° C -35°C por un periodo de 3 a 5 dias.

Transferir 0,1 mL de Caldo Sabouraud Dextrosa a las placas de agar Sabouraud Dextrosa
y realizar siembra masivamente empleando el asa de Hockey estéril. Incubar de 30°C a
35°C durante 24 a 48 horas.

El crecimiento de colonias de color blancas indica la presencia presuntiva de Candida
albicans (IN-O10-104, 2019).

5.2.10.Método de Ausencia/ Presencia de Gram negativas tolerantes a la
bilis.

Preparar la muestra en frascos que contengan 90 mL de Caldo Digerido de Caseina y Soja
(TSB) tal como se describe en el procedimiento IN-O10-39 PREPARACION Y DILUCION
DE LA MUESTRA, homogenizar la solucién e incubar a 20°C a 25°C por 2 horas 0 mas,
pero menos de 5 horas.

Adicionar 1 mL de TSB incubado anteriormente en tubos con 10 mL de caldo Mossel para
el enriqguecimiento de Enterobacterias e incubar a una temperatura de 30°C a 35°C durante
un periodo de 24 a 48 horas.

Subcultivar el tubo tomando una alicuota de 0,1 mL de Caldo Mossel para enriquecimiento
de Enterobacterias con la micropipeta en placas de agar Violeta Rojo BILIS Glucosa
(VRBG) y realizar siembra masiva haciendo uso de del asa de Hockey estéril. Incubar de
18 a 24 horas a temperatura de 30 °C a 35°C (IN-012-12, 2019).
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El crecimiento de colonias roja puarpura, rodeadas por un halo de precipitacion rojizo sera
indicativo para bacterias fermentadoras de la glucosa. El crecimiento de bacterias con
colonias incoloras o con la coloracion propia del medio indicara que las bacterias no poseen
la capacidad de fermentar la glucosa.

El control de calidad a las materias primas vegetales y no vegetales, del material de envase
y empaque, de los productos en proceso y productos terminados de las plantas de
produccion de cosméticos, fitoterapéuticos y formulas magistrales, garantizan la calidad del
producto comercializado, debido a que con estos andlisis se evalla la calidad
microbioldgica de las posibles fuentes de contaminacion y de los procesos de manufactura.
Segun el tipo de material a analizar se evallan los microorganismos indicados en la Tabla
3.

Tabla 3. Especificaciones microbiolégicas de materias primas, material de envase y

empaque y producto terminado y en proceso.

Tipo de Producto

Via de
Administraciéon

Método

Especificacion Interna

Producto Terminado
y/o Producto a
Granel

Mesofilos Aerobios Totales

10x10* UFC/mL

Mohos y Levaduras

10x10? UFC/mL

Oral Coliformes Totales 10 UFC/mL
Coliformes Fecales 10 UFC/mL
Salmonella sp Ausencia en 10 mL
Mesdfilos Aeraobios Totales 10x10* UFC/g
Mohos y Levaduras 10x10% UFC/g
Cutanea Coliformes Totales 10 UFC/g

Escherichia coli

Staphylococcus aureus

Pseudomonas aeruginosa

Ausencia en 10 mL

Cutanea zona
Intima y/o bebes

Mesdbfilos Aerobios Totales

50x10' UFC/ g o mL

Mohos y Levaduras

50x10* UFC/g o mL

Escherichia coli

Staphylococcus aureus

Pseudomonas aeruginosa

Candida albicans

Ausencia en 10 g o mL

Materia Prima

Materia Prima
Cosmeéticos

Mesofilos Aerobios Totales

10 UFC/gomL

Mohos y Levaduras

10 UFC/gomL

Escherichia coli

Staphylococcus aureus

Pseudomonas aeruginosa

Ausencia en 10 g o mL

Mesofilos Aerobios Totales

10x10* UFC/ g
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Materia Prima
Vegetal

Mohos y Levaduras

10x102 UFC/ g

Coliformes Totales

10 UFC/ g

Coliformes Fecales

10 UFC/ g

Bacterias Tolerantes a la Bilis

10x102 UFC/ g

Salmonella spp.

Ausencia en 10 g o mL

Extracto seco

Mesofilos Aerobios Totales

10x10% UFC/mL o gr

Mohos y Levaduras

10x10% UFC/mL o gr

Coliformes Totales

10 UFC/ g

Coliformes Fecales

10 UFC/ g

Salmonella spp.

Ausencia en 10 g o mL

Tinturas

Mesofilos Aerobios Totales

10x10% UFC/mL o gr

Mohos y Levaduras

10x10% UFC/mL o gr

Coliformes Totales

10 UFC/ mL

Coliformes Fecales

10 UFC/ mL

Fuente: Autor, 2020.

5.3. Andlisis microbiolégico de Aguas potables, purificadas y tanque de
almacenamiento.

Llevar el material previamente esterilizado a la cabina de flujo laminar (equipo de filtracion,
filtros, embudos, cajas de Petri y los medios de cultivo a usar). Para cada muestra de agua
tomar una caja de Petri que contenga Agar Tripticasa de Soya para Mesobfilos Aerobios,
agar Sabouraud para mohos y levaduras, agar Cetrimide para Presencia/Ausencia de
Pseudomona spp. y agar Cromogénico para presencia/ausencia de Coliformesy E. coli. Se
tomd con pinzas previamente estériles la membrana, se colocé en la base del filtro, ajusto
y tap6 el filtro. Las pinzas se depositan en un frasco Schott que contenga etanol al 70%
mientras no se estén usando. Se usarén unas pinzas para retirar la membrana nueva hacia
el porta-filtro y otra distinta para retirar la membrana del porta filtro a la caja correspondiente,
se tom6 100 mL de muestra para cada analisis y se hizo pasar por las membranas estériles
mientras esté la bomba de vacio encendida para su succion. Luego de filtrada la muestra
se desmontaron los vasos y se bajaron la membrana con las pinzas, se col6 en la caja de
Petri con el agar correspondiente al microorganismo a identificar.

Este andlisis es de gran importancia para el laboratorio LABFARVE ya que, es la base de
la mayoria de productos terminados, asi mismo es necesario para el correcto
funcionamiento de equipos de produccion (Marmitas, Rotaevaporadores), se emplea para
el lavado de areas, superficies y equipos en todas las areas de la organizaciéon. En el
laboratorio de Microbiologia es utilizado para la preparacion de medios de cultivo y para el
desarrollo de los andlisis de control microbioldgico.
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Este andlisis se realiza, al agua potable empleada para el lavado de equipos, la cual esta
ubicado en la planta de produccién; al tanque de almacenamiento, a los puntos de uso de
agua purificada de planta de productos Fitoterapéuticos nombrados como POU1, POU2,
POU3 Y POU4, a los puntos del equipo de agua después de la osmosis inversa SP5, SP6,
SP7 Y SP8 vy a los puntos antes de la osmosis inversa SP1 y SP4, a cada uno de estos
puntos nombrados se les realiza el andlisis de recuentos aerobios mesoéfilos y coliformes
totales y fecales, mohos y levaduras y Pseudomonas aeuroginosa, segun sea el caso. En
la tabla 4, se muestran las especificaciones microbiol6gicas del agua.

Tabla 4. Especificaciones microbiolégicas para el agua.

ANALISIS
TIPO AGUA MICROBIOLOGICO ESPECIFICACIONES NORMA
Aerobios mesofilos < 100 ufc/100 mL RESOLUCION
Mohos y Levaduras <1 ufc/100 mL MPS 2115 de
Purificada Coliformes totales y <1 ufc/100 mL 2007
fecales <1 ufc/100 mL
Pseudomonas <1 ufc/100 mL USP 37 2014
aeruginosa
Aerobios mesdfilos < 100 ufc/100 mL RESOLUCION
Coliformes totales y <1 ufc/100 mL MPS 2115 de
Potable fecales < 1 ufc/100 mL 2007
USP 37 2014
Aerobios mesobfilos < 100 ufc/100 mL RESOLUCION
Mohos y Levaduras <1 ufc/100 mL MPS 2115 de
Tanque de Coliformes totales y <1 ufc/100 mL 2007
almacenamiento fecales
Pseudomonas < 1 ufc/100 mL USP 37 2014
aeruginosa

Fuente: Autor, 2020.

5.4. Analisis microbioldgicos de uniformes.

Este procesamiento de muestra se realiza a seis overoles blancos, lavados, planchados y
empacados dispuestos para su uso, se realiza una recoleccion al azar teniendo en cuenta
gue de los seis uno debe ser de area de Microbiologia, uno de la planta de cosméticos, uno
de los utilizados por el personal de mantenimiento que entra a las diferentes plantas de
produccion y tres de los usados en la planta de Fitoterapéuticos, para un total de seis.

El paquete se debe abrir en el interior de la cabina de bioseguridad, sacar el uniforme y

colocarlo en la superficie para su analisis microbiolégico. Con un hisopo previamente
humedecido en un tubo de ensayo con caldo base caseina lecitina y polisorbato, proceder
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a realizar el frotis sobre las partes externas del uniforme, tomando cinco puntos como
referencia: 1. Bolsillo, 2. Antebrazo, 3. Mufiequera, 4. Pierna, 5. Bota.

Una vez obtenidos los hisopados se deben agitar los tubos de ensayo en una posicién de
45 grados para ayudar a homogenizar las muestras. Proceder a realizar siembras por
profundidad en cajas de Petri usando un volumen de 1 mL de muestra mas 15 o 20 mL de
agar TSA para el analisis de aerobios mesofilos y agar Sabouraud para Mohos y Levaduras.
Incubar segun especificaciones de cada microrganismo a evaluar (IN-O10-19, 2019).

Realizar lecturas de cajas para su posterior informe.

Segun la USP 42 de 2019 los valores maximos permitidos en el recuento son las siguientes:
e Aerobios Mesofilos: 10 UFC/Uniforme.
e Mohos y Levaduras: 10 UFC/Uniforme.

Aungue la elaboracion de farmacos no estériles permite la presencia de cierta cantidad de
microorganismos (especificados en la tabla 3), esta se vera aumentada si se descuidan
factores basicos como las prendas de vestir usadas en el proceso de elaboracion, lo que
se traduce en un foco de contaminacion que terminara por afectar el producto final. En
LABFARVE la calidad es lo mas importante, por ello se tienen en cuenta, todas las variables
que pueden afectar el proceso de produccion, evaluando asi la limpieza de los uniformes
utilizados por el personal del area de produccion, del area de control de calidad, de
mantenimiento, entre otras. Todo este proceso sumado al control de otros factores permitira
la entrega al cliente de un producto con un sello de calidad.

5.5. Andlisis microbiolégico de Aires comprimidos.

Para la realizacion de este proceso se hace necesario la ayuda del flujometro, el cual debe
estar previamente esterilizado. Se adapta a una manguera del punto de aire comprimido,
se procede a abrir la llave de paso permitiendo el flujo aproximado de 15 litros de aires y se
desinfecta la boquilla de salida con alcohol al 70% y se cierra el paso. De nuevo se deja
escapar el aire a presion de 15 litros por varios segundos (se realiza la purga).

Para la toma de la muestra se utiliza un frasco que contenga 100 mL de agua peptona. La
muestra de aire comprimido para cada punto se realiza en tres tiempos para los cuales se
acerca la boquilla de salida del aire al frasco teniendo la precaucion de que esta no toque
los frascos con el fin de evitar una posible contaminacion ajena a la muestra deseada. Se
deja correr 15 litros de aire sobre el agua peptona hasta producir burbujeo, repitiendo el
proceso dos veces mas hasta haber pasado 45 litros de aires sobre el agua peptona
(Hargroves, 1998). Al momento de analizar la muestra en el laboratorio agitarla en posicion
de 45° de inclinacion para ayudar a homogenizar.
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Sembrar en cajas de Petri 1 mL de la muestra y adicionar agar Sabouraud para el recuento
de Mohos y Levaduras, 1 mL en profundidad en agar TSA para recuento de Aerobios
mesofilos y 1 mL en profundidad en agar VRBA con MUG para el recuento de coliformes
totales y Escherichia coli. Incubaciéon segun especificacién para cada microrganismo y
realizar su lectura en funcién al tiempo de crecimiento de cada uno de ellos (IN-O10-32.,
2019).

Las especificaciones para este analisis son las siguientes:
e Aerobios mesobfilos: 10 UFC/45 Litros.
e Mohos y levaduras: 10 UFC/45 Litros.
e Coliformes totales: Ausencia.
e Escherichia coli: Ausencia.

Este andlisis consta del muestreo y procesamiento de diez puntos especificos de la planta
de produccion de Fitoterapéuticos, en los cuales sea usa el sistema de aire comprimido
como método para la limpieza de utensilios y espacios, asi como el secado de estos, debido
a que muchos de ellos no son faciles de llevar al area de lavado. Entre las tareas mas
importante de los aires comprimidos sobresale el uso de ellos para el soplado de los
envases antes del proceso de llenado con el producto final.

La alteracién de los aires comprimidos puede llegar a causar contaminacion en el producto
lo que conlleva a que este pierda su calidad, lo que se ve repercutido en pérdida de dinero,
tiempo e insumos.

5.6. Andlisis microbioldgico para envases y empaque.

Este procedimiento esta dispuesto para el uso de cinco muestras de envase por lote, para
ellos se utiliza el caldo base de Lecitina caseina Polisorbato, se debe adicionar al envase
hasta llenar, una vez lleno cerrar con su tapa y proceder a generar una agitacién de forma
vigorosa con la finalidad de la remocién de los microrganismos presentes en las paredes
del envase. Retornar el caldo a su frasco original.

Proceder a realizar siembras por profundidad para los andlisis microbioloégicos de
microorganismos Aerobios meséfilos, Mohos y Levaduras y Coliformes Totales y fecales,
segun especificaciones de medio, tiempo de incubacién y temperatura para cada analisis
especifico.

Para el andlisis de microorganismos especificos se realiza la busqueda de Pseudomonas
aeruginosa, Sthaphylococcus aureus y Escherichia coli. Realizar el procedimiento de
aislamiento para cada uno de estos microrganismos segln procesos Yy especificaciones
descritas en los numerales 6.1.5., 6.1.6., 6.1.7. (Gaviria, 1998; IN-O10-10, 2019).
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La calidad de los envases utilizados en la industria farmacéutica y alimenticia, reviste
especial importancia desde el punto de vista del disefio, desarrollo, fabricacion, distribucion
y venta de los productos a los cuales se destinan, asi como para mantener su estabilidad a
lo largo de toda su vida util (Sierra et al, 2010). Los envases son una barrera de proteccion
para el producto final separandolo del medio ambiente permitiendo asi su conservacion y
estabilidad en el tiempo. Conocer la calidad microbiolégica del envase en el cual se desea
adicionar un producto final es de suma importancia debido a que esto permite evitar la
pérdida de la calidad, la presencia de residuos fisicos, quimicos o microbiolégicos afectara
directamente el producto generando alteraciones en su composicion o caracteristicas
organolépticas o en el peor de los casos la presencia de microorganismos de tipo patdégenos
podria llegar a causar complicaciones de salud al consumidor final. Las principales
afectaciones al producto final son exposicion a la luz, pérdida de disolventes, exposicion a
gases reactivos (oxigeno) absorcion de vapor de agua, y contaminacion microbiolégica.

La estabilidad de los materiales que componen el envase (incluidos adhesivos y selladuras),
serd lo que determinard el periodo de tiempo que funcione como barrera microbiana,
mecanica y sin interacciéon con el producto médico (no toxico), es de suma importancia
contar con proveedores de envases con buenas calificaciones, para asi no afectar la calidad
del producto a empacar (Cerra et al, 2013).

En la tabla 5, se especifican las exigencias microbioldgicas para el material de envase
primario.

Tabla 5. Especificaciones microbiol6gicas del Material de envase.

Tipo de Producto Método Especificacion
Mesofilos Aerobios Totales 50x10* UFC/ mL
Envase Fitoterapéuticos Hongos y Levaduras 10x10! UFC/ mL
Coliformes Totales 10 UFC/ mL
Coliformes Fecales 10 UFC/ mL
Mesofilos Aerobios Totales 50x10' UFC/ g 6 mL
- Hongos y Levaduras 10x10! UFC/ g 6 mL
Envase Cosmeticos Coliformes Totales 10 UFC/g o mL
Escherichia coli Ausencia en 10 g 6 mL

Fuente: Autor, 2020.

5.7. Andlisis microbiolégicos de ambientes (planta de cosmeéticos,
fitoterapéuticos y formulas magistrales).

Se realiz6 mediante el método de sedimentacion, ubicando el punto de muestreo asignado
y colocando las cajas de Petri, una al lado de la otra, destapandolas y colocando la tapa
debajo de la caja, se dejaron las cajas de Petri durante cuatro (4) horas a partir del momento
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en que se destapan las cajas, durante este tiempo el personal que labora en estas areas
debe continuar su trabajo de manera normal teniendo cuidado de las cajas.

Cumplido el tiempo de exposicion, tapar las cajas y llevarlas al area de Microbiologia e
incubar las Cajas de Agar Casoy a 32.5 +/- 2.5°C durante 2 dias y las Cajas de Agar
Sabouraud a 22.5+/- 2.5 °C durante 5 dias. Se puede hacer una prelectura de hongos al
tercer dia de incubacién (72 horas).

Ambientes Grado D.

Mohos y Levaduras: <100 UFC/4 horas.
Bacterias Aerobias mesofilas: <100 UFC/4 horas.

Ambientes Grado C.

Mohos y Levaduras: <50 UFC/20 minutos.
Bacterias Aerobias mesofilas: <50 UFC/20 minutos.

Ambientes Grado A.

Mohos y Levaduras: <1 UFC/20 minutos.
Bacterias Aerobias mesdfilas: <1UFC/20 minutos.

Los espacios limpios hacen referencia a la calidad del aire al interior de una planta de
producciéon, se considera un area cerrada, especialmente construida; controlada con
respecto a particulas del aire del medio ambiente, temperatura, humedad, patrones de flujo
de aire, movimiento de aire, sonido, vibraciones e iluminacién, como factores a controlar
bajo los requerimientos de normas aplicables (Garcia, 2014).

La normatividad vigente para la elaboracién de productos farmacéuticos y cosméticos
informa que estos se deben elaborar en areas que deben tener sus caracteristicas
fisicoquimicas controladas, asi como sus ambientes a nivel microbiologico, esto como
finalidad de poder brindar un producto que cumpla con las especificaciones implicitas en
las normas reguladoras.

La calidad microbiol6gica del ambiente de las plantas se puede evaluar mediante el andlisis
propuesto en la USP 42 del 2019 capitulo 1116 Evaluacion Microbiolégica de Cuarto
Limpios y Otros Ambientes Controlados, en el cual dan a conocer pautas para este analisis.

Medir este parametro es de gran importancia ya que indica que tan bien se estan llevando
a cabo los procesos de limpiezas en las plantas de produccion y que tan capacitados se
tiene al personal de limpieza, ademas permite medir el funcionamiento de los equipos de
ventilacién que controlan el flujo de las corrientes de aires en cada cuarto y en toda la planta,
manteniendo la instalacién sellada al paso de la contaminacién del ambiente externo.
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5.8. Andlisis microbiolégicos de superficies y equipos (planta de cosméticos,
fitoterapéuticos y formulas magistrales).

Este procedimiento se realiza a todas las superficies y/o equipos empleados en las
diferentes plantas de produccién (Fitoterapéuticos, cosméticos y magistrales), para realizar
el frotis a superficies planas, se debe tomar un hisopo, remojarlo en 10 mL de Caldo
Caseina Lecitina Polisorbato, quitar el exceso de liquido sobre las superficies del frasco
tapa rosca, subsecuentemente tomar una plantilla de 5 x 5 cm? y frotar el hisopo por la
superficie demarcada por la plantilla, repetir dicha operacién 5 veces, dejar el escobillon
en el tubo cortando antes el extremo superior del hisopo.

Para el frotis de equipos y/o superficies irregulares se debe sacar el hisopo y mojarlo en 10
mL de Caldo Caseina Lecitina Polisorbato, retirar el exceso de liquido sobre las superficies
del frasco, frotar con el hisopo el punto a muestrear, frotdndolo lentamente en forma circular,
Finalmente dejar el escobillon en el tubo cortado el extremo superior.

Las muestras anteriormente tomadas se siembran en el laboratorio de Microbiologia, para
ello agitar vigorosamente contra la palma de las manos los tubos con los hisopos, sembrar
por profundidad, para ello tomar 1 mL de la muestra y adicionarlo en Agar Sabouraud para
Mohos y Levaduras, 1 mL de la muestra y adicionarlo en Agar Tripticasa de Soya para
Mesofilos y 1 mL de la muestra y adicionarlo en Agar VRBA + MUG para Coliformes totales
y Escherichia coli.

Especificaciones:

Bacterias aerobias mesofilas: <50 UFC/cm?.
Mohos y Levaduras: <50 UFC/cm?.

Los métodos de limpieza de los utensilios y superficies ademas de permitir la visualizacion
de los espacios agradables y estéticos se realizan porque solo asi se pueden eliminar los
residuos macroscoépicos y microscopicos presentes (Barsotti, 2001).

Las superficies deberian considerarse como uno de los reservorios potenciales mas
importantes que albergan patégenos. Los equipos y utensilios al ser materiales que se
encuentran en contacto directo con los productos han llamado la atencién debido a que se
convierten en un punto critico y de un control alto para evitar la contaminacién de los
productos y asi la pérdida de la inocuidad. En funcién a lo anteriormente mencionado, se
han venido implementando directrices en Buenas Practicas de Manufactura en equipos y
utensilios con el fin de proteger al consumidor final. Para garantizar la buena limpieza de
equipos y utensilios se dictan unas pautas normativas con respecto a los equipos, la
posicién en la cual se instalaran, las condiciones ambientales del area entre otras, asi como
los utensilios a usar deben cumplir algunas caracteristicas normativas como el uso de
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detergentes de pH neutro, materiales inoxidables y de mas especificaciones, ya que la
suma de la inocuidad con calidad dara al cliente un producto seguro.

5.9. Analisis microbiolégico de manipuladores.

Para la realizacion de este analisis se utilizo un hisopo estéril, introduciéndolo de forma
cuidadosa en un tubo de ensayo que contiene caldo Caseina Polisorbato, teniendo la
precaucion que la punta no tocase las paredes o la boquilla del tubo para evitar falsos
resultados debido a contaminacién ajena a la muestra.

Con el hisopo una vez mojado se procede a realizar movimientos de barrido sobre la mano
tratando de cubrir todas las superficies. Se debe empezar desde la punta de los dedos
hasta la terminacién de la palma, teniendo en cuenta que se debe realizar tanto en la parte
externa como interna, asi como en los lados de la mano y entre los dedos, haciendo énfasis
en los espacios interdigitales. Realizar frotis sobre las ufias y la cavidad creada entre la piel
y la uia. Por altimo, frotar el hisopo sobre la parte interna de la mufieca. Al cambiar de
mano se debe realizar el cambio del hisopo teniendo en cuenta la rotulacion para evitar
errores al momento de procesar muestras.

Sembrar de forma masiva los hisopados sobre cajas de Petri con agar Salado manitol y
Eosina azul de metileno (EMB), llevar a incubaciéon a 30°C o 35°C durante 24 a 48 horas.
Para el analisis de Mohos y Levaduras se realiza una siembra en profundidad de la muestra
adicionando 1 mL en la caja de Petri y seguido a ello el agar Sabouraud en un volumen de
15 a 20 mL, homogenizar en forma de ocho e incubar a temperatura de 20°C a 25 °C por 5
dias (IN-O10-12, 2019).

Crecimiento esperado en los medios de cultivo:
e Staphylococcus aureus: crece colonias amarillas pequefia 0 medianas, con zonas
amarillas alrededor.
e Escherichia coli: colonias rojas con brillo metalico.
e Mohos: colonias en forma filamentosa tipicas de cada uno de las especies
micoldgicas con sus caracteristicas macroscdépicas bien visibles.
e Levaduras: levaduras convexas cremosas.

Las especificaciones para este muestreo son las siguientes:
e Staphylococcus aureus: Ausencia/mano.
e Escherichia coli: Ausencia/mano.
e Mohos y Levaduras: 0 UFC/mano.
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La fabricacion de medicamentos no estériles permite la presencia de cargas microbianas
en los productos terminados (especificaciones en la tabla 3), con la excepcion de aquellos
gue son patdégenos como por ejemplo S. aureus, P. aeruginosa, Salmonella spp., los cuales
deben estar ausentes en todas las formulas elaboradas. Los manipuladores juegan un
papel de gran importancia en la produccién de productos farmacéuticos y cosméticos. Al
ser ellos los que estan en el proceso de manufactura de cada producto pueden llegar a ser
un foco de contaminacién si es que no se aplican las Buenas Practicas de Manufactura.
Estos productos llegan a contaminarse en etapas de la produccibn como lo son
dispensacion, pesado entre otras, siendo los principales contaminantes los
microorganismos de tipo bacterias mesdéfilas, mohos y levaduras.

El andlisis de manipuladores es un indicador como resultado a la implementacion de
procesos de capacitacion en la empresa, aplicacion de normatividad, asi como procesos
BPM, todo ellos con el fin de ofrecer un servicio que cumpla con la garantia de calidad
propuesta por LABFARVE.

5.10. Andlisis microbioldgico paratrazas a equipos.

Este procedimiento se realiza a los equipos de produccion, tales como: dosificadora de
cremas y liquidos, encapsuladora, molino extracto seco, percoladores, tanques de
almacenamiento, mezclador de polvos y marmitas, también se les realiza a los puntos de
uso de agua purificada de la planta de produccion. Se toma el agua del Ultimo enjuague de
lavado, a esta agua se le realizan andlisis fisicoquimicos (pH y conductividad),
microbioldgicos (mesofilos aerobios totales, mohos y levaduras, coliformes totales y
Escherichia coli) y analisis de carbén organico total (TOC).

El agua de enjuague se toma en un frasco Schott ambar con volumen de 1 L para el analisis
de TOC, y en un frasco Schott de 500 mL transparente para los otros analisis
microbioldgicos los cuales se realizan en el area de siembra, bajo cabina de Flujo laminar,
siembra en profundidad, para lo cual se adiciona 1 mL del agua en cajas de Petri estériles
previamente marcados. Adicionar el medio indicado segun el microorganismo a evaluar:
Agar Tripticasa de Soya para mesdfilos aerobios totales, Agar Sabouraud para mohos y
levaduras y Agar VRBA + MUG para coliformes totales y Esherichia coli. Incubar de 30°C-
35°C para bacterias y de 20°C-25°C para hongos y levaduras.

Pasado el tiempo de incubacién, realizar un conteo de unidades formadores de colonias
(UFC) y dar el concepto segun las siguientes especificaciones:

¢ Mesofilos aerobios totales: 100 UFC/mL.

e Mohos y Levaduras: 100 UFC/mL.
e Coliformes totales: Ausencia/mL.
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e Escherichia coli: Ausencia/mL.

Este andlisis es de vital importancia, debido a que es un indicativo de los procesos de
limpieza y desinfeccion de los equipos empleados en la fabricacion de productos Fito
terapéuticos, cosméticos y formulas magistrales, con este se garantiza que cada lote de
producto nuevo solo contenga los componentes indicados en la formula maestra y no posea
ninguna otra sustancia tal como restos de detergentes, desinfectantes y/o principios activos
del producto anteriormente preparado.

5.11. Control microbiolégico de la promocidn del crecimiento.

Este analisis consta de dos pruebas: 1) Las pruebas indicadoras de los medios de cultivo y
2) las pruebas inhibitorias de los medios de cultivo, para su desarrollo se deben preparar
las suspensiones de microorganismos, segun el procedimiento descrito en el grafico 2.
Posteriormente en la cabina de seguridad biolégica se inoculan por duplicado, con pipeta
estéril, los medios selectivos con un maximo de 100 unidades formadoras de colonia (<100
UFC) de la suspension de los microorganismos de desafio para la propiedad inhibitoria e
indicadora. Para ello se procede a realizar la siembra de las tres ultimas diluciones
realizadas para obtener un recuento igual o inferior a 100 UFC/ml, partiendo de una solucién
de inicio realizada en funcion al McFarland escala 0.5 (1.5X108 UFC/mlI). Inocular sobre las
cajas de cada agar o en tubos e incubar segun las especificaciones microbiolégicas de cada
cepa a ensayar.

Gréfico 2. Preparacion del In6culo.

Dilucién en tubo 1 mL de muestra en 9 mL del diluyente.
W T A T - S R
1ml
# - 9ml 9ml 9ml 9mll 9ml 9ml 9ml
: : 1mL——"1mL 3 1mL 1mL 3 ml~—1mL 3 1mL
anC_uki 3x101 3x10°3 3x10°% 3x107
equivalente a
McFarland 0.5, UFC/mL UFC/mL UFC/mL UFC/mL
3x102 3x10* 3x10® 3x108
UFC/mL UFC/mL UFC/mL UFC/mL

Fuente: Autor, 2020.
Posteriormente al periodo de incubacion se realiz6 una identificacion macroscoépica y

microscOpica de las cepas con el fin de observar sus caracteristicas macroscopicas y
microscOpicas comparando los resultados obtenidos con lo establecido en la tabla 6.
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Tabla 6. Caracteristicas macroscopicas y microscépicas de cepas.

MICROORGANISMO | Medio de Caracteristicas Caracteristicas
Cultivo Macroscépicas Microscépicas
Colonias redondas,| Bacilos Gram
Bacillus subtilis Agar Casoy !isas, de _ bor_de Positivos
(zpizizeni) irregular, consistencia | Esporulados
cremosa, de color (Anexo 3)
blanco a amarillo
Agar Colonias lisas | Levaduras
Candida albicans Sabouraud | brillantes _ de color | Gram Positivas
blanco a ligeramente | (Anexo 3)
beige
Agar Colonias redondas
MacConkey | rojas con halo turbio
Colonias grandes con
bordes irregulares de
Escherichia coli VRBA con color rosado intenso. | Bacilos  Gram
MUG Presencia de | Negativos
fluorescencia bajo luz
ultravioleta a longitud
de onda de 366 nm.
Agar Colonias pequefias Bacilos Gram
Pseudomonas Cetrimide verde-amarillentas Negativos.
aeruginosa con fluorescencia
bajo luz UV
Agar Colonias amarillas, | Cocos Gram
Staphylococcus Salado rodeadas de un halo | Positivos
aureus Manitol amarillo, con viraje | (Anexo 3)
del medio a amarillo

Fuente: Autor, 2020.

Para las pruebas indicadores el crecimiento de los microorganismos indica que los medios
tienen los nutrientes necesarios para el crecimiento del microorganismo y para las pruebas
inhibitorias la ausencia de crecimiento evidencia que el medio de cultivo cumple su funcién
de selectividad, porque solo permite el crecimiento especifico de un microorganismo.
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6. CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

Actividades Julio | Agosto Septiembre Octubre Noviembre | Diciembre

Induccién

Preparacion de Medios de
cultivo

Montaje de Cepas

Andlisis Microbioldgico de
Aguas

Andlisis Microbioldgico de
Ambientes

Analisis Microbiolégico de
Superficies

Analisis Microbioldgico de
Aire Comprimido

Analisis Microbioldgico de
Manipuladores

Andlisis Microbioldgico de
Uniformes

Analisis Microbioldgico de
Trazas

Procesamiento de Muestras

Desarrollo  Informe de
Pasantia

Entrega de Avance de

Informes

Sustentacion Proyecto Final

Fuente: Autor, 2020.
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7. RESULTADOS Y ANALISIS

7.1. Linea de procesos microbioldgicos.

En funcién a cada linea de produccion se presenta el flujo del control de calidad
microbioldgica de un producto en elaboracién.

7.1.1. Cosméticos.

En el grafico 3 se observan los resultados microbiolégicos de un producto cosmético
elaborado en LABFARVE. Los resultados obtenidos permiten dar cumplimiento en un 100%
a las especificaciones internas para este tipo de productos, a su vez, en la tabla 7 se dan a
conocer los recuentos microbioldgicos de los factores que se ven implicitos en la fabricacion
del producto, llegando a ser estos una posible fuente de contaminacion.
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Gréafico 3. Resultados del andlisis microbiolégico para un producto cosmeético
LABFARVE.

CREMA DE CALENDULA PARA BEBE X60 g.

| l

Analisis microbiologico Anéalisis de microrganismos
de rutina especificos
. " Pseudomonas
Aerobios mesodfilos .
5 [, aeruginosa
<10 UFC/10
/108 Ausencia/10g
Coliformes tc.)tales y Staphylococcus
> E. coli aureus
—>
<10 UFC/10g Ausencia/10g
Mohos y levaduras Candida albicans
> —>
<10 UFC/10g Ausencia/10g

ESPECIFICACION MICROBIANAS INTERNAS PARA EL
CUMPLIMIENTO DEL PRODUTO. 5

Escherichia coli
Ausencia/10g

Aerobios meséfilos: 50x10 UFC/ g.

Mohos y levaduras: 50x10 UFC/ g (Informativo).
Coliformes totales y E. coli: Ausencia en 10 g.
Pseudomonas aeruginosa: Ausencia en 10 g.
Staphylococcus aureus: Ausencia en 10 g.
Escherichia coli: Ausencia en 10 g.

Candida albicans: Ausencia en 10 g (Informativo).

Fuente: Autor, 2020.

Los resultados obtenidos para el producto concuerdan con los resultados obtenidos por
otros autores al evaluar productos a base caléndula (Calendula officinalis), Aguila y
colaboradores (2000) en un analisis farmacoldgico preliminar del extracto acuoso de
caléndula, hallaron flavonoides, saponinas, aminoacidos, taninos y un efecto antimicético
sobre hongos dermatofitos (Aguilar et al 2000). Las saponinas poseen propiedades tenso-
activas y muchas actian como antimicrobianos o antifingicos, espermicidas y citotoxicos.
La cabezuela o flores de la caléndula cuenta con efectos bactericida contra Staphylococcus
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aureus y Streptococcus fecalis (Acosta et al 2001). Ojeda (2017) informo el efecto inhibitorio
gue genera la calendula sobre el crecimiento de B. cereus, S. auresus, C. albicans, E. coli

y L. monocytogenes, a su vez, indica que esta no afecta el crecimiento de P. aeuroginosa
y B. subtilis.

En la tabla 7 se presentan los resultados en UFC para cada uno de los analisis
microbioldgicos que dan control de las variables que influyen en el proceso de produccion
de los cosméticos desarrollados en LABFARVE.

Tabla 7. Resultados de los andlisis microbiolégicos a las posibles fuentes que
afectan la calidad de un producto cosmeético.

Analisis

Recuentos

Aguas

Potable

Aerobios meséfilos: 2 UFC/ 100 mL

Mohos y Levaduras: 0 UFC/100 mL

Coliformes totales y fecales: Ausencia

Purificada

Aerobios mesofilos: 0 UFC/ 100 mL

Mohos y Levaduras: 0 UFC/100 mL

Coliformes totales y fecales: Ausencia

Uniformes

Cosmético

Aerobios mesodfilos: 1 UFC/Uniforme

Mohos y Levaduras: 0 UFC/Uniforme

Microbiologia

Aerobios mesofilos: 0 UFC/Uniforme

Mohos y Levaduras: 0 UFC/Uniforme

Manipuladores

E. coli: Ausencia

Persona Staphylococcus aureus: Ausencia
preparaciéon Mohos y levaduras: 0 UFC
Persona E. coli: Ausencia
envasado Staphylococcus aureus: Ausencia

Mohos y levaduras: 0 UFC

Preparacion y P1 | 12 UFC/4 H
Envasado de Aerobios mesofilos: P2 | 11 UFC/4H
Ambientes solidos P1 | 13 UFC/4 H
Mohos y Levaduras: P2 | 8UFC/4H
Area de P1 | 4UFC/4H
procesamiento Aerobios mesofilos: P2 1UFC/4 H
demuestras P1 | 3UFC/4H
(Microbiologia) Mohos y Levaduras: P2 1 UFC/4 H
Cabina de flujo Aerobios mesdfilos: P1 | OUFC/4H
laminar Mohos y Levaduras: P1 | OUFC/4H
Aerobios mesdfilos: <10 UFC/mL
Pote x 60 g. Mohos y Levaduras: <10 UFC/mL
Utensilios Coliformes totales y fecales: Ausencia
Aerobios mesdfilos: <10 UFC/mL
Tapa Mohos y Levaduras: <10 UFC/mL
Coliformes totales y fecales: Ausencia
Aerobios meséfilos: 11 UFC/cm?
Meson Mohos y Levaduras: 2 UFC/ cm?
(s}




Coliformes totales y fecales: Ausencia

Superficies Aerobios mesdfilos: 5 UFC/ cm?

Balanza Mohos y Levaduras: 1 UFC/ cm?

Coliformes totales y fecales: Ausencia

Dosificadora Aerobios meséfilos: 5 UFC/ cm?

de cremas Mohos y Levaduras: 0 UFC/ cm?

Coliformes totales y fecales: Ausencia

Dosificadora Aerobios mesofilos: 8 UFC/mL

de cremas Mohos y Levaduras: 0 UFC/mL

Coliformes totales y fecales: Ausencia

Trazas Microbioldgicas Aerobios mesdfilos: 11 UFC/mL

Marmita Mohos y Levaduras: 0 UFC/mL

Coliformes totales y fecales: Ausencia

Aerobios mesdfilos: 0 UFC/mL

POU 4 Mohos y Levaduras: 0 UFC/mL

Coliformes totales y fecales: Ausencia

Fuente: Autor, 2020.

Se observa que el producto elaborado da cumplimiento a las especificaciones internas
plasmadas en la tabla 3 para productos cutaneos, a su vez, estipuladas en el grafico 3, las
especificaciones internas presentadas son tomadas de la Resolucién 1482 del 2012 de la
Secretaria General de la Comunidad Andina, con la adicion del analisis para la busqueda
de Mohos y Levaduras y la busqueda de Candida albicans.

Los resultados presentados en la tabla 7 permiten dar conformidad a las especificaciones
descritas en la metodologia para cada proceso que se ve inmerso de forma directa e
indirecta en la posible afeccion de la calidad del producto final. El agua es una materia prima
importante para la elaboracién de los productos, por ende, el control de ella es de suma
importancia, las muestras analizadas implicadas en la elaboracién de este producto
cosmético presento recuento donde se evidencio la ausencia de coliformes totales,
coliformes fecales y P. aeruginosa dando cumplimiento a lo establecido en la resolucién
2115 del 2007 del ministerio de salud.

7.1.2. Fitoterapéuticos.

En el gréfico 4 se informan los resultados microbiol6gicos obtenidos del andlisis de
inspeccion microbiolégico realizado a un producto de fabricacién Fitoterapéuticos en
LABFARVE. En la tabla 8 se presentan las actividades de rutina a controlar para garantizar
la calidad microbioldgica del producto a fabricar, dando cumplimiento a las especificaciones
internas.
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Gréafico 4. Resultados del analisis microbiolégico para un producto fitoterapéutico

LABFARVE.

AJO DESODORIZADO CAPSULAS X 60 UNIDADES

l

PRODUCTO EN PROCESO

v

Analisis microbioldgico

de rutina

o~

PRODUCTO TERMINADO

Anélisis microbioldgico Andlisis de microrganismos
de rutina especificos

Aerobios meséfilos

32x10% UFC/g

Coliformes totales y
fecales

<10 UFC/g

Mohos y levaduras

25x10 UFC/g

Aerobios meséfilos

18x10% UFC/g

Coliformes totales y
fecales

<10 UFC/g

Mohos y levaduras

11x10 UFC/g

ESPECIFICACIONES MICROBIANAS INTERNAS
PARA EL CUMPLIMIENTO DEL PRODUTO.

Aerobios mesdfilos: 10x10% UFC/mL.
Mohos y levaduras: 10x10? UFC/mL.
Coliformes totales y fecales: <10 UFC/mL.
Salmonella spp.: Ausencia en 10 mL.

Fuente: Autor, 2020.

l

Salmonella spp.

Ausencia/10 g

Las propiedades antibacterianas del ajo (Allium sativum) han sido demostradas con varios
preparados de ajo que exhiben un amplio espectro de actividad antibacteriana sobre
bacterias Gram negativas y Gram positivas, incluyendo géneros patégenos como
Escherichia spp., Salmonella spp., Staphylococcus spp., Streptococcus spp., Klebsiella
spp., Proteus spp. y Clostridium spp. (Ankri and Mirelman, 1999). El efecto antimicrobiano
del ajo se le atribuye a que en su composicion quimica cuenta con la alicina que es un
compuesto azufrado, el cual actia contra bacterias Gram negativas y positivas, aunque

——
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también se atribuye a los ajoenos y el trisulfuro de dialilo. Se le atribuye una actividad
antifingica demostrando su actividad frente a Candida sp. y otros mohos (Lépez, 2007).

Los resultados informados en el grafico 4 permiten dar cumplimiento a las especificaciones
internas para el cumplimiento de la calidad microbiolégica del Ajo Desodorizado cdpsulas.
Aunque el ajo posee propiedades antimicrobianas y antifingicas los resultados obtenidos
permiten informar una carga microbiana para aerobios mesofilos y mohos y levaduras, lo
cual se puede deber a que en la formulacion maestra de este producto se incluyen otras
materias primas de tipo vegetal las cuales pueden aportar una carga microbiana, la misma
gue se disminuye en el proceso de produccion.

Las capsulas en polvo son producto con bajo porcentaje de humedad y poca actividad del
agua, factores fisicoquimicos de gran importancia para el desarrollo de los microrganismos,
ademads de ello la encapsulacion de los polvos permite generar ambientes con bajo flujo de
aire. Todo lo anterior contribuye al cumplimiento microbiolégico del producto.

Tabla 8. Resultados de los andlisis microbioldgicos a las posibles fuentes que
afectan la calidad de un producto fitoterapéutico.

Anilisis Recuentos

Aerobios mesofilos: 2 UFC/ 100 mL

Aguas Potable Mohos y Levaduras: 0 UFC/100 mL

Coliformes totales y fecales: Ausencia
Aerobios mesofilos: 2 UFC/ 100 mL

Purificada Mohos y Levaduras: 0 UFC/100 mL
Coliformes totales y fecales: Ausencia
Fitoterapéutico Aerobios mesoéfilos: 1 UFC/Uniforme
1 Mohos y Levaduras: 0 UFC/Uniforme
Fitoterapéutico Aerobios mesoéfilos: 0 UFC/Uniforme
Uniformes 2 Mohos y Levaduras: 0 UFC/Uniforme
Fitoterapéutico Aerobios mesofilos: 2 UFC/Uniforme
3 Mohos y Levaduras: 0 UFC/Uniforme
Microbiologia Aerobios mesdfilos: 0 UFC/Uniforme

Mohos y Levaduras: 0 UFC/Uniforme
E. coli: Ausencia

Persona Staphylococcus aureus: Ausencia
preparacion Mohos y levaduras: 0 UFC
Manipuladores Encapsulador E. coli: Ausencia

Staphylococcus aureus: Ausencia
Mohos y levaduras: 0 UFC

Persona E. coli: Ausencia
envasado Staphylococcus aureus: Ausencia
Mohos y levaduras: 0 UFC
P1 | 22 UFC/4
Aerobios mesdfilos H
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Secado y P2 | 29 UFC/4
Molido H
Mohos y Levaduras P1 | Q9UFC/4H
P2 14 UFC/4
H
Aerobios mesdfilos P1 172
Encapsulacién UFC/4 H
P2 322
UFC/4 H
Mohos y Levaduras P1 | 88 UFC/4
H
P2 126
Ambientes UFC/4 H
Conteo de Aerobios mesdfilos P1 | 9UFC/4H
capsulas P2 | 2UFC/4H
Mohos y Levaduras P1 | 6 UFC/4H
P2 | 6 UFC/4H
P1 | 23 UFC/4
Aerobios mesdfilos H
Preparacion y P2 | 18 UFC/4
envasado de H
solidos P1 | 12 UFC/4
Mohos y Levaduras H
P2 12 UFC/4
H
Area de P1 | 3UFC/4H
procesamiento Aerobios mesofilos: P2 | 1UFC/4H
demuestras P1 | 4UFC/4H
(Microbiologia) Mohos y Levaduras: P2 | OUFC/4H
Aerobios mesoéfilos: P1 | OUFC/4H
Cabina de flujo Mohos y Levaduras: P1 | OUFC/4H
laminar
Aerobios meséfilos: 0 UFC/mL
Frasco Mohos y Levaduras: 0 UFC/mL
Utensilios Coliformes totales y fecales: Ausencia
Aerobios meséfilos: 0 UFC/mL
Tapa Mohos y Levaduras: 0 UFC/mL
Coliformes totales y fecales: Ausencia
Aerobios mesdfilos: 4 UFC/cm?
Mesdn Mohos y Levaduras: 1 UFC/ cm?
Coliformes totales y fecales: Ausencia
Superficies Aerobios mesdfilos: 2 UFC/ cm?
Balanza Mohos y Levaduras: 0 UFC/ cm?

Coliformes totales y fecales: Ausencia

Encapsuladora

Aerobios meséfilos: 17 UFC/ cm?

Mohos y Levaduras: 7 UFC/ cm?

Coliformes totales y fecales: Ausencia
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Secado y Aerobios meséfilos: 0 UFC/ 45 L

molido Mohos y Levaduras: 0 UFC/ 45 L
Encapsulacion Aerobios meséfilos: 0 UFC/ 45 L
Aires comprimidos Mohos y Levaduras: 0 UFC/ 45 L
Preparaciony Aerobios meséfilos: 0 UFC/ 45 L
envas?do de Mohos y Levaduras: 0 UFC/ 45 L
solidos
Lavado Aerobios meséfilos: 11 UFC/ 45 L
Mohos y Levaduras: 0 UFC/ 45 L
Encapsuladora Aerobios mesoéfilos: 4 UFC/mL
Mohos y Levaduras: 0 UFC/mL
Coliformes totales y fecales: Ausencia
Trazas Microbiolégicas Aerobios mesdfilos: 3 UFC/mL
Molino Mohos y Levaduras: 2 UFC/mL
extracto seco Coliformes totales y fecales: Ausencia
Aerobios meséfilos: 0 UFC/mL
POU 3 Mohos y Levaduras: 0 UFC/mL

Coliformes totales y fecales: Ausencia

Fuente: Autor, 2020.

Se observa que el producto elaborado da cumplimiento a las especificaciones plasmadas
en la tabla 3 para productos orales, a la par de este resultado también se puede evidenciar
gue las posibles variables que afectarian la calidad (ambientes, uniformes, manipuladores,
entre otros) del proceso dan cumplimiento a las especificaciones internas para cada analisis
en especificos las cuales se plasma en la metodologia del trabajo.

7.1.3. Magistrales.

La produccion de férmulas magistrales, esta sujeta a la combinacion de diferentes materias
primas para la obtencion de un producto final, el analisis en el area de control de calidad de
Microbiologia, consiste en evaluar las diferentes materias primas empleadas en las
elaboraciones. Para lo cual, se tienen en cuenta un control microbiolégico de todo el
proceso de producciéon de una formulacién magistral, dicho control consta del andlisis de
ambientes, superficies, utensilios, manipuladores, uniformes y aguas. La inspeccién de
todas estas variables combinadas con el uso de materias primas de buena calidad conlleva
a la obtencion de un producto que dard cumplimiento a las normativas aplicadas a su
elaboracion.

Los resultados obtenidos, dieron cumplimiento a las Buenas practicas de Elaboracion
aplicadas a la planta de férmulas magistrales de LABFARVE, ya que, los resultados de los
recuentos para todos los pardmetros de calidad microbiolégica no superaron las
especificaciones dispuestas en la USP 42 para estos productos, con la excepciéon de la
Passiflora tintura, la cual se sometié a reproceso hasta entrar en especificaciones
microbioldgicas, los recuentos microbianos superaron las especificaciones internas
establecidas en la tabla 3, casilla de extractos secos y tinturas, las cuales son basadas en
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los métodos farmacopeicos, superando el limite de 10x10® UFC/mL para aerobios mesdfilos
y 10x102 UFC/mL para mohos y levaduras.

Lo anterior permite identificar que la calidad de las materias primas vegetales usadas en
las formulas magistrales son éptimas para el uso debido a que en algunos casos los
recuentos bacterianos son muy bajos y en otros ni siquiera se logra observar crecimiento
en las placas de agar y los procesos que dan no conformidad entran en reproceso en
funcién a la importancia hasta obtener conformidad en sus resultados.

En la tabla 9 se presentan los recuentos microbianos del andlisis realizado a las principales

tinturas usadas en las formulaciones magistrales en LABFARVE.

Tabla 9. Recuentos microbioldgicos de tinturas usadas en férmulas magistrales.

Recuento de Recuento de Recuento de Recuento de
Tinturas aerobios mohos y coliformes coliformes
mesofilos levaduras totales fecales

Higuerilla <10 UFC/mL <10 UFC/mL <10 UFC/mL <10 UFC/mL

Caléndula 32x10 UFC/mL | 16x10 UFC/mL <10 UFC/mL <10 UFC/mL

Valeriana 11x10 UFC/mL 30 UFC/mL <10 UFC/mL <10 UFC/mL

Passiflora 15x10° 34x10°UFC/mL | <10 UFC/mL <10 UFC/mL
UFC/mL

Passiflora EN 1 90x10? 22x10°2UFC/mL | <10 UFC/mL <10 UFC/mL
UFC/mL

Passiflora EN 2 <10 UFC/mL <10 UFC/mL <10 UFC/mL <10 UFC/mL

Fuente: Autor, 2020.

7.2. Andlisis Microbiolégico de Uniformes.

Este analisis se lleva a cabo una vez por semana, realizandose a seis diferentes uniformes:
uno del &rea de microbiologia, uno para el area de mantenimiento, uno para el area de
cosméticos y tres del area de Fitoterapéuticos. En las graficas 5 y 6 se presentan los
resultados obtenidos para este andlisis.
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Grafico 5. Recuento microbiolégico de aerobios mesoéfilos para uniformes.

RECUENTO DE AEROBIOS MESOFILOS

HSemana 1 MSemana 2 MSemana3 MSemana4 MSemana5

MAN. COs. F1 F2 F3

Uniformes por drea

UFC/Uniforme
R N W U1 OO N

I

o

MICRI.

MICRI: Microbiologia, MAN: Mantenimiento, COS: Cosmeéticos, F1, F2 y F3: Fitoterapéuticos

Fuente: Autor, 2020.

Gréfico 6. Recuento microbiolégico de mohos y levaduras para uniformes.

RECUENTO DE MOHOS Y LEVADURAS

M Semana 1 lSemana 2 MSemana 3 MSemana 4 lMSemana 5

UFC/Uniformes

7
6
5
4
3
2
1
0

Cos. F1 F2 F3

MICRI. ~ MAN.

MICRI: Microbiologia, MAN: Mantenimiento, COS: Cosmeéticos, F1, F2 y F3: Fitoterapéuticos
Fuente: Autor, 2020.

Los resultados obtenidos durante el tiempo de analisis fueron conformes con las
especificaciones internas del laboratorio, las cuales estdn basadas en requerimiento
farmacopeicos (USP vigente). La exigencia es de 10 UFC por uniforme lo que permite
estimar que las vestimentas de los trabajadores cumplen con la norma interna.

El analisis de este proceso es de suma importancia debido a que el uniforme es la barrera
gue separa el manipulador y el producto a elaborar, por ello es de gran necesidad conocer
el estado microbiolégico de éstos. Una posible contaminacion a raiz de cargas microbianas
altas en los uniformes puede llegar a alterar de forma negativa los procesos productivos y
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por ende la calidad del producto final, adicionalmente es un indicador de higiene del
personal y de buenas préacticas de conducta dentro de las plantas de produccién. Un estado
Optimo de las vestimentas usadas por el personal permite informar que los procesos
estipulados en la empresa para la limpieza de éstos se dan en forma confiable.

7.3. Andlisis Microbiolégico de ambientes.

Este andlisis es realizado dos veces a la semana para areas en las cuales el producto se
encuentra totalmente expuesto (areas criticas) a las condiciones ambientales y una vez a
la semana a las areas aledafias a las criticas. En el grafico 7 se dan a conocer los resultados
microbioldgicos de bacterias aerobias mesoéfilas para algunas areas de la planta de
productos Fitoterapéuticos. Los resultados presentados se comparan con la normatividad
interna para ambientes de Grado D segun la USP 42 con limite superior de 100 UFC/4
horas para aerobios mesdfilos.

Grafico 7. Recuento microbiolégico aerobios mesoéfilos para ambientes grado D de la
planta de Fitoterapéuticos.

AEROBIOS MESOFILOS

500
400
300
200
100

0 J— — J— —
Semanal Semana2 Semana3 Semana4 Semanab

UFC/4H

B ENVSADO DE LIQUIDOS
ENCAPSULADO
SECADO Y MOLIDO

PREPARACION DE EXTRACTOS Y TINTURAS |

Fuente: Autor, 2020.

En el gréfico 7 se presentan los resultados en unidades formadoras de colonias para los
ambientes de cuatro de las areas principales de los procesos productivos en la planta de
Fitoterapéuticos. En estos se puede observar que en la semana 1 y 2 se presentan,
recuentos por fuera de la norma interna para el area de Encapsulado, asi mismo para la
semana 1 y 4 del area de preparacion de extractos y tinturas |, al presentarse dichos
resultados se realiz6 un trabajo investigativo de las posibles causas por las cuales se
presento un alto recuento de microorganismo, y a partir de ello se dio una accion correctiva,
la cual consistié en detener los procesos que se llevaban a cabo en estas areas y aplicar
nuevamente un proceso de limpieza y desinfeccion.
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Una vez aplicadas las medidas correctivas descritas anteriormente se procedié nuevamente
a realizar el analisis de ambientes, obteniendo una disminucién de las unidades formadoras
de colonias de mesdfilos aerobios totales en las areas, en la grafica 8 se evidencia el
namero de microrganismos por aérea.

Grafico 8. Recuento microbiolégico aerobios mesofilos para ambientes grado D de la
planta de Fitoterapéuticos una vez aplicada las medidas correctivas.

RECUENTO DE BACTERIAS AEROBIAS
MESOFILAS

100

50

UFC/4H

Semanal Semana2 Semana3 Semana4 Semana5

B ENVSADO DE LIQUIDOS
ENCAPSULADO
SECADO Y MOLIDO
PREPARACION DE EXTRACTOS Y TINTURAS |

Fuente: Autor, 2020.

Se pude observar que hubo una disminucion considerable del recuento microbiano para
bacterias aerobias mesdfilas, o que conlleva a que estas areas de produccion den
cumplimiento a la normatividad interna, permitiendo asi el uso de las areas en los procesos
siguientes.

Adicional al analisis de bacterias aerobias mesdfilas se realiza el analisis para mohos y
levaduras debido a que estos son contaminantes propios de los ambientes, su presencia
en productos que brinde las condiciones de desarrollo implica una posible afectacion en la
calidad. En el grafico 9 se presentan los resultados para este analisis.

38

——
| —



Gréfico 9. Recuento microbiolégico Mohos y Levaduras para ambientes grado D de
la planta de Fitoterapéuticos.
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Fuente: Autor, 2020.

Al contrastar con la norma interna para este recuento se observa que de las cuatro areas
presentadas solo una de ella da no conformidad en la semana 1, la cual hace referencia al
ambiente de Encapsulado, por tal motivo se aplica la medida correctiva anteriormente
descrita presentandose los resultados posteriores a la medida en el grafico 10.

Grafico 10. Recuento microbiolégico Mohos y Levaduras para ambientes grado D de
la planta de Fitoterapéuticos una vez aplicada las medidas correctivas.
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Fuente: Autor, 2020.
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En la grafica 10 se presentan los recuentos obtenidos después de la medida correctiva,
siendo de clara visibilidad la disminucion de las UFC de esta area entrando en
especificaciones. Se puede ver que las medidas correctivas aplicadas principalmente a la
disminucion del recuento de bacterias meséfilas para las semanas uno, dos y cuatro,
también tuvieron efecto directo sobre el conteo de hongos disminuyendo aun mas la carga
fungica y de levaduras del &rea de encapsulado y preparacion de extractos y tinturas .

Se presentan los resultados de cuatro de las areas de mayor importancia para los procesos
productivos de la planta de productos Fitoterapéuticos debido a que las otras areas de
produccioén, durante las semanas del estudio presentaron valor por debajo del limite maximo
permitido segun especificaciones internas, dando cumplimiento a lo exigido para este
andlisis.

El &rea de control de calidad de Microbiologia presenta ambientes de grado C en el cuarto
de siembra debido a que en esta area los niveles ambientales de microorganismos deben
ser bajos para evitar la contaminacion de las muestras por analizar, la norma interna para
esta area permite el recuento de hasta 50 UFC/ 20 minutos para aerobios mesofilos totales
y mohos y levaduras. Los resultados de esta area no son presentados debido a que no
generan inconsistencias en los recuentos microbianos, estando asi por debajo del limite
maximo permitido por la normatividad interna dando un cumplimiento del 100%, este
cumplimiento también se puede deber a que el area cuanta con dos filtros HEPA los cuales
mantienen el aire recirculante en un proceso de limpieza a la para la esclusa que antecede
la entrada al cuarto tiene una presién positiva lo que impide el paso de aire de las otras
areas del laboratorio al cuarto de siembra.

Adicional a las éareas de grado D y C, se hace uso de la cabina de flujo laminar para el
proceso de sembrado de muestras. Esta cabina cuenta con un grado ambiental A, el cual
segun normatividad interna basada en los parametros de la USP 42 da rango de <1 UFC/20
minutos. Los controles ambientales a esta area se realizan cada vez que se proceda a
manipular muestras (productos terminados, productos en proceso, materias primas,
embaces entre otros procedimientos), ya que con ellos se garantiza que los resultados
obtenidos son netamente propios de las muestras analizadas y no por el contrario provienen
del ambiente de la cabina de flujo laminar. Ademas, el control del ambiente de la cabina da
informacion sobre el estado de ésta y su 6ptimo funcionamiento. Los resultados para esta
area durante el tiempo de ensayo aportaron un cumplimiento del 100% segun
especificaciones internas debido a que la cabina de flujo laminar cuenta con un filtro HEPA
el cual garantiza la filtracion del aire recirculante en un grado del 99,99%, a su vez, el cuarto
donde esté la cabina de siembra tiene dos filtros HEPA para el control del ambiente lo que
permite en gran manera la disminucién de contaminantes en el aire.

7.4. Andlisis microbiol6gico de equipos y superficies.

Los analisis microbiologicos de equipos y las superficies de producciéon permiten tener
control de los procesos de limpieza y desinfeccion de los mismos, garantizando de esta
manera la disminucién de posibles focos de contaminacién al producto final, en el siguiente
gréafico se dan a conocer los estados a nivel microbiano de cuatro superficies de equipos
utilizados en la planta de productos Fitoterapéuticos.
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Gréafico 11. Recuento microbiolégico de bacterias aerobias mesoéfilas para
superficies.
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Fuente: Autor, 2020.

En el grafico 11 se presentan los resultados microbiolégicos de aerobios mesdfilos totales
del analisis de superficies de equipos de produccién, los resultados son expresados en
UFC/cm?y son tomados una vez a la semana, las especificaciones microbiolégicas son <50
UFC/cm?, estas son una norma interna de LABFARVE basada en requerimientos
farmacopeicos vigentes <797>.

Se evidencia un recuento alto de Aerobios mesdfilos para la superficie del horno de secado,
ya que, durante el periodo de analisis presenta recuentos microbiolégicos por encima de
las 50 UFC/cm?, al obtener estos resultados se procede a informar al jefe de control de
calidad y jefe de produccion, para que ellos dirijan las acciones de mejora necesarias para
mitigar la contaminacién en el producto final y disminuir el recuento microbiano.

Adicionalmente, al analisis de superficies de equipos, también se realiza el analisis de
superficies planas, dentro de las que se encuentran: paredes, pisos, mesones de las plantas
de produccion, este analisis no se muestra en el presente trabajo, debido a que para este
analisis se evidencié cumplimiento total de los parametros microbiolégicos evaluados.

En el gréfico 12, se presentan los resultados en UFC/cm? de Aerobios mesofilos para los
analisis microbiolégicos de las superficies del horno de secado, tras un re-proceso de
limpieza y desinfeccion, realizado con el fin de disminuir la cantidad de microorganismos
presentes en este quipo.
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Gréafico 12. Recuento microbiolégico de bacterias aerobias meséfilas en superficies
del horno de secado de plantas una vez realizado el proceso correctivo.

RECUENTO DE AEROBIOS MESOFILOS

180
160
140
120
100
80
60
40
20

UFC/cm2

Semanal Semana2 Semana3 Semana4 Semanab

HORNO DE SECADO DE PLANTAS

Fuente: Autor, 2020.

En el grafico 12 se observa que a pesar de haber realizado acciones correctivas, dentro de
las que se encuentran: reprocesos de limpieza y desinfeccién, empleo de otros agentes
desinfectantes, entre otros, no se pudo disminuir el ndmero de unidades formadoras de
colonias para dicho analisis, es por ello que este proceso entra al programa de
mejoramiento continuo del sistema de Gestién de la calidad de LABFARVE, en el que se
realizan reuniones cooperativas con diferentes entes de la organizacion, tales como
Director Técnico, departamento de mantenimiento, compras, control de calidad, entre otras,
para llegar a un acuerdo acerca de la posible solucion a los resultados obtenidos.

Dentro de las estrategias planteadas se han realizado nuevamente los procesos de limpieza
y desinfeccién, se ha realizado limpieza con agentes desinfectantes como el ozono,
hipoclorito de sodio, entre otros. Adicionalmente, se realizé una identificacién externa del
microorganismo encontrado, debido a que el Laboratorio de Microbiologia no cuenta con
los reactivos para realizar una identificacion exhaustiva.

7.5. Anédlisis Microbiolégico de manipuladores.

El control microbiolégico a manipuladores tiene un papel fundamental en la industria de
manufactura de farmacos ya que son ellos los que tienen el contacto directo con la
elaboracion, dispensacion y empaque del producto a usar. En la grafica 13 se presentan
los resultados microbioldgicos para S. aureus y en la gréafica 14 los resultados para E. coli
en manipuladores, los resultados se especifican en presencia 0 ausencia de los
microrganismos al ser del tipo patégenos.
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El andlisis de la semana presentada en las gréaficas da un resultado positivo para S. auresus
y E. coli en el manipulador 2. Dando una no conformidad al cumplimiento de los requisitos
expuestos en la NTC 5230 la cual es la norma referente usada para este analisis en
LABFARVE de manipuladores. La norma exige para su cumplimiento la ausencia de S.
aureus, E. coli y un recuento de 0 UFC/mano para hongos y levaduras, los resultados de
éstos Ultimos mencionados no se presentan debido a que el cumplimiento es del 100% (0
UFC/mano) para los cinco manipuladores. Las siguientes semanas restantes del proceso
de la elaboracién del informe de pasantias dieron un cumplimiento del 100% de la exigencia
normativa para los manipuladores a los cuales se les realizo en analisis por ello no se
presentan los resultados.

Como medida correctiva el manipulador que dio no conformidad a los parametros
microbiolégicos expresados por la NTC 5230 para manipuladores, se debié someter a una
visita médica y aun tratamiento farmacoldgico destinado principalmente a | control de la
flora intestinal ademas de su retiro del area critica de produccion y posterior traslado a un
area de bajo riesgo de contaminacién del producto final (codificado o acondicionamiento).
Con respecto a las medidas tomadas por el area de control de calidad de Microbiologia el
manipulador 2 se sometié a tres muestreos con una separacion de 24 horas entre cada
muestreo, los cuales deben dar un resultado negativo para cada muestreo en los tres items
de analisis (S. aureus, E. coli y mohos y levaduras). Una vez se dé cumplimiento a los
requisitos microbioldgicos exigidos en la NTC 5230 y estos resultados tenga el mismo
resultado en un consecutivo de tres muestreos se procede a informar que la persona
regrese a un area citrica.
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El cumplimiento de este analisis permite informar que por parte del personal se le da
cumplimiento a las exigencias de higiene personal y la buena aplicacion de los métodos de
aseo personal, a la par de dar a conocer un buen estado de salud del manipulador.

7.6. Andlisis Microbiolégico de trazas.

El seguimiento al estado microbioldégico de los equipos usados en los procesos de
elaboracion es algo que permite evaluar a nivel microbiano el efecto de los métodos de
limpieza y los compuestos usados para su efecto. En los graficos 15y 16 se presentan los
resultados obtenidos al evaluar 4 equipos de suma importancia en los procesos productivos
de LABFARVE, a su vez en las gréficas se presentan el recuento de UFC de bacterias y
hongos en tres muestreos realizados.

Gréfico 15. Recuentos de bacterias aerobias mesofilas para cuatro trazas analizadas.
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Fuente: Autor, 2020.

Gréfico 16. Recuento de Mohos y Levaduras para cuatro trazas analizadas.
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Fuente: Autor, 2020.

En la grafica 15 se presentan los resultados de Mesofilos aerobios totales del andlisis de
trazas microbioldgicas tomados para algunos equipos de produccion, para este analisis las
especificaciones microbioldgicas son: <100 UFC/mL, y es una norma interna LABFARVE.
Como se observa en la grafica en el primer muestreo de equipos las unidades formadoras
de colonia superan el nUmero de microorganismos permitidos, por lo tanto se tiene que
realizar un re proceso de la limpieza y desinfeccion del equipo y se toma una muestra
nuevamente, este procedimiento se repite hasta que las unidades formadoras de colonias
cumplan con las especificaciones internas, mientras tanto los procesos donde estan
involucrados los equipos, son parados, hasta que no haya una liberacién del mismo.

Este andlisis es muy importante, ya que permite evaluar la efectividad del proceso de lavado
y desinfeccion de equipos y utensilios de las plantas de produccion, ademas asegura que
no haya contaminaciéon cruzada entre diferentes lotes de produccion, por presencia de otros
componentes, ajenos a las férmulas a preparar.

En la grafica 16 se observan los resultados microbiolégicos de Mohos y Levaduras para el
analisis de trazas microbiolégicas, en él se observa desviacién en el molino extracto seco,
lo cual se normalizo al realizar nuevamente un lavado dando asi un control. La presencia
de Hongos y levaduras dentro de los equipos es debido a que estos quedan humedos, lo
cual favorece su crecimiento, por ello dentro del proceso de lavado y desinfeccién es
importante secarlos muy bien con trapos que no desprendan particulas, ademas del uso de
aires comprimidos para su secado, entre otras medidas.

7.1. Promocién del crecimiento en medios de cultivo.

Los resultados obtenidos una vez verificado el recuento de los inéculos bacterianos
realizados a partir del McFarland 0.5 se presentan en la tabla 10, evidenciandose que los
recuentos inferiores a 100 UFC/ml para el uso en la prueba de promocion se logran con la
dilucion 10X8, por ello esta fue la dilucion de trabajo.

Tabla 10. Recuentos in6culo de inicio McFarland 0.5.

UFC/ml Recuperados
MICROORGANIS Cajas 10X® | 10X7 | 10Xx?®
MOS
1 1015 136 84
E. coli 2 1026 143 86
Promedio | 1020 139 85
1 1226 204 90
S. aureus 2 1245 216 92
Promedio | 1235 210 91
1 1068 168 72
( )|
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P. aeruginosa 2 1036 184 84
Promedio | 1052 176 78

1 1160 123 84

B. subtilis 2 1142 137 90
Promedio | 1151 130 87

1 1442 368 76

C. albicans 2 1430 365 84

Promedio | 1436 366 80

Fuente: Autor, 2020.

En la tabla 11 se presenta las concentraciones de los microorganismos inoculados en el
agar Casoy Yy sus respectivos recuentos una vez cumplido el periodo de incubacién, a su
vez, se dan a conocer los porcentajes de recuperacion de las cepas en el agar.

Tabla 11. Recuento microbiano en Agar Casoy.

UFC/ml UFC/ml %
MICROORGANISMOS Cajas inoculadas | Recuperados | Recuperacion
E. coli 1 84 83 98.8
2 86 81 94.2
Promedio 85 82 96.5
S. aureus 1 90 89 98.9
2 92 91 98.9
Promedio 91 90 98.9
1 72 68 94.4
P. aeruginosa 2 84 82 97.6
Promedio 78 75 96.2
1 84 79 94.0
B. subtilis 2 90 87 96.7
Promedio 87 83 95.4
1 76 74 97.4
C. albicans 2 84 80 95.2
Promedio 80 77 96.3

Fuente: Autor, 2020.

Los resultados obtenidos en el medio de cultivo son buenos debido a que la recuperacion
para cada cepa se encuentra por encima del 90%, segun la USP porcentajes por encima
del 70% informan que el método utilizado es exacto y genera una recuperacion optima de
los microrganismos en el medio ensayado.

En la tabla 12 se presenta los resultados obtenidos para la prueba de promocion del
crecimiento para los caldos usados como diluyentes en el laboratorio de microbiologia de
control de calidad de LABFARVE. Los resultados se presentan para los caldos con la
simbologia de signos, donde un (+) es igual a turbidez baja, (++) turbidez medio y (+++)
turbidez alta en el tubo de ensayo.
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Tabla 12. Crecimiento microbiano en Caldos nutricionales.

UFC/ml Turbidez | Turbidez en
MICROORGANISMOS Tubos inoculadas | caldo CLP | caldo TSB
1 84 ++ +
E. coli 2 86 ++ +
Promedio 85 N/A N/A
1 90 + +
S. aureus 2 92 + +
Promedio 91 N/A N/A
1 72 +++ +
P. aeruginosa 2 84 +++ +
Promedio 78 N/A N/A
1 84 + +
B. subtilis 2 90 + +
Promedio 87 N/A N/A
1 76 + +
C. albicans 2 84 + +
Promedio 80 N/A N/A

Fuente: Autor, 2020.

Como su nombre lo dice, los medios de cultivo nutritivos, son aquellos que cuentan con una
gran suma de componentes basicos para el desarrollo de los microorganismos sin hacer
excepcion de género o especie, dentro de estos se encuentra el Caldo Lecitina Polisorbato,
este es fundamental en la industria farmacéutica debido a que sus componentes neutralizan
compuestos como fenoles, formalina, hexaclorofen (Polisorbato) y su mezcla neutraliza
etanol (Tween 20 con la lecitina), Adicionalmente todos estos compuestos mencionados
pueden llegar a ser antimicrobianos (Britania, 2015).

Los caldos nutritivos tienen fuentes de carbono y de nitrégeno apropiados para el
crecimiento de los microrganismos, especificamente el Caldo Lecitina polisorbato esta
compuesto por: peptona, el extracto de carne y lecitina de soya, los cuales aportan los
nutrientes necesarios para el desarrollo éptimo de los microrganismos. En general, la
peptona de soya contiene un amplio rango de nutrientes como son proteinas, carbohidratos
y vitaminas, por lo que constituye una excelente base nutritiva para el cultivo de los
microorganismos contaminantes (Zhurbenko et al, 2006).

La baja turbidez evidenciada para algunas de las cepas evaluadas se puede deber a los
niveles de estrés que manejan las cepas debido a que son sometidas a tiempos largo a
temperaturas bajo cero, lo que disminuye su recuperacién, pero aun asi permite darle
cumplimiento al proceso de promocion para los medios y caldos de cultivo.

En la tabla 13 se presentan los resultados microbiolégicos para la promocién del
crecimiento de microorganismos en caldos y/o medios selectivos y/o diferenciales.

El analisis de promocién de crecimiento hace referencia a que los medios de cultivo tienen
los nutrientes necesarios para permitir el crecimiento de los microorganismos, en este
analisis se desarrollan pruebas indicadoras e inhibitorias de los medios de cultivo, las
pruebas indicadoras permiten evidenciar el crecimiento selectivo del microorganismo
especial en el medio especifico y las pruebas inhibitorias permiten demostrar la selectividad
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gue ejerce la composicion del medio de cultivo evidenciado en la ausencia de crecimiento
de algunos microrganismos sobre las placas de agar.

Tabla 13. Prueba de promocion del crecimiento para caldos y/o medios selectivos

ylo diferenciales.

UFC/mL %
. . Recuperados .
MEDIO Y/O Microorganis | UFC/mL Inoculadas ylo Turbidez Recuperacion
CALDO mo
Pruebas para bacterias Gram negativas tolerantes a la bilis
Tubo 1 84 +++ N/A
Caldo Mosel E. coli Tubo 2 86 +++ N/A
(Anexo 2) Promedio 85 N/A N/A
Tubo 1 90 - N/A
S. aureus Tubo 2 92 - N/A
Promedio 91 N/A N/A
Cajal 84 83 98.8
Agar violeta E. coli Caja 2 86 85 98.8
rojo bilis .
glucosa Promedio 85 84 98.8
Cajal 72 70 97.2
P. aeruginosa Caja2 84 82 97.6
Promedio 78 76 97.4
Prueba de Escherichia coli
Caldo 84 +++ N/A
MacConkey .
E. coli 86 +++ N/A
(Anexo 2)
85 N/A N/A
90 - N/A
S. aureus 92 - N/A
91 N/A N/A
84 83 98.8
E. coli 86 84 97.7
[ )




Agar 85 83 98.2
Macconkey

a0 0 0
S. aureus 92 0 0
91 0 0

Prueba de Pseudomonas aeruginosa

72 68 94.4

P. aeruginosa 84 76 90.5

Agar cetrimide 78 72 92.3
84 0 0
E. coli 86 0 0
85 0 0

Prueba de Staphylococcus aureus

90 86 95.6
Agar Salado S. aureus 92 88 95.7
Manitol

91 87 95.6

84 0 0

E. coli 86 0 0

85 0 0

Prueba de Candida albicans

Caldo 76 +++ N/A

Sabouraud C. albi ;
Dextrosa - albicans 84 +++ N/A
80 N/A N/A
Agar 76 68 89.5
Sabouraud C. albi 976

Dextrosa . albicans 84 82 .
80 75 93.8

Fuente: Autor, 2020.

Con las pruebas indicadoras se evidencia que el medio de cultivo empleado tiene los
nutrientes necesarios para el desarrollo de microorganismos especificos, es decir que
componentes y condiciones especificas de estos permiten solo el crecimiento de un tipo de
microrganismo, condiciones como altos niveles de sal (8.5%) en el Agar Salado Manitol
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para Staphylococcus aureus, cetrimide y glicerina para Pseudomonas aeuroginosa,
degradacion de lactosa de 40°C- 44°C para Escherichia coli entre otros.

Los resultados de recuperacion en el medio del cultivo arrojaron valores por encima del
90% para las cepas evaluadas en el medio especifico para cada una de ellas, por el
contrario, las cepas que no crecen en el medio por el efecto inhibitorio propio de los
componentes, permiten evidenciar recuento en 0 UFC/mL en el medio.

Como se observa en el anexo 2, las pruebas inhibitorias permiten evidenciar el poder
selectivo de los medios de cultivo, es decir, la inhibicién del crecimiento de microorganismos
no deseados en los medios de cultivos, que, por lo general son de diferentes caracteristicas
celulares, ya que de esta manera se garantiza el crecimiento de un microorganismo
especifico.

Se puede observar que las caracteristicas macroscépicas y microscopicas descritas para
cada uno de los microorganismos especificos evaluados corresponden a la informacion
tedrica recopilada en la Farmacopea vigente (USP 42) y los certificados de andlisis de los
medios de cultivos empleados en la prueba de promocion de crecimiento. Estos métodos
no son validados debido a que los entes reguladores en la normatividad solo hacen el
requerimiento de verificaciones de los controles positivos y negativos de los medios a
emplear en los andlisis microbiol6gicos.

Al observar congruencia entre las caracteristicas macroscopicas observadas y la
informacion tedrica, se puede concluir que los caldos de preenriquecimiento empleados
(Caldo Rappaport, Caldo Mossel, Caldo MacConkey), permiten la restauracion del
microorganismo evaluado y que los medios de cultivo selectivos poseen todos los nutrientes
necesarios para el crecimiento del microorganismo. Un ejemplo del cumplimiento de estos
métodos se presenta en el Anexo 2 imagen 3 caldo MacConkey donde se prueban tres
microorganismos S. aureus, E. coliy P. aeruginosa, la presencia de lactosa en medio como
fuente de carbono, los coliformes al utilizar la lactosa acidifican el medio lo que induce al
medio de cultivo a cambiar de color debido al indicador de pH el cual en este caso es el
purpura de bromocresol, la presencia de la bilis de buey inhibe los microorganismos Gram
positivos en este caso S. aureus (Condalab, 2019).

Al evidenciar que los caldos y los medios de cultivo empleados en el control microbiolégico
de LABFARVE permiten el crecimiento de los microorganismos, se garantiza la
recuperacién de microorganismos contaminantes, en caso tal que estuvieran en las
materias primas, material de envase y empaque, producto en proceso y producto terminado.
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8. CONCLUSIONES

Se evalué la calidad microbiolégica de los productos Fitoterapéuticos, cosmeéticos y
formulas magistrales elaborados en LABFARVE, evidenciando el cumplimiento de las
especificaciones de calidad establecidas en el sistema de gestién de la calidad de la
organizacion, lo que se traduce en la conformidad a los requisitos establecidos en la
normatividad nacional vigente.

Los resultados de los analisis microbiolégicos realizados a muestras de ambientes,
superficie de equipos, manipuladores, uniformes y trazas son menores a los limites
establecidos por el sistema de gestién de calidad de LABFARVE, por lo tanto, se da
cumplimiento a los parametros de control microbiolégico establecidos.

Las medidas correctivas aplicadas en factores externos como ambientes, manipuladores y
trazas de equipos fueron efectivas, debido a que se obtuvo una disminucion del recuento
microbiano inicial, esta reduccién permitié el cumplimiento de los parametros de calidad
establecidos por la Empresa.

Las acciones correctivas implementadas en superficies de equipos no fueron efectivas,
debido a que, a pesar de implementar diferentes procesos correctivos, no se evidencié una
disminucion significativa del recuento microbiano obtenido, por lo tanto, no se da
cumplimiento a las especificaciones de calidad, por lo tanto, entra a un programa de mejora
continua.

Se verificé la capacidad de recuperacion microbiana y productividad de los medios de
cultivo, obteniendo valores superiores al 90% de recuperacion en los medios de cultivo
nutritivos; adicionalmente, en los medios de cultivo selectivos y/o diferenciales se comprob6
la inhibicién de las cepas no deseadas.
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10. ANEXOS

ANEXO 1. Tabla de aceptacion/rechazo de lotes cosméticos segun ISO 17516:2014.

Productos especificamente
destinados para nifios, menores de
tres afios de edad, drea ocular o
membranas mucosas

Tipos de microorganismos

Otros productos

Microorganismos totales aerobios

mesdfilos (bacterias, moheos v levaduras) < 1x10°UFC por g o mk*

=1 x 10" UFC por g o ml*

Escherichia coli Ausenciaen 1go 1 ml Ausenciacen 1 go 1 ml
Pseudomonas aeruginosa Ausencioen 1 go 1 ml Ausencioen 1 go 1 ml
Staphylococcus aurevs Ausenciaen 1go 1 ml Ausencicen 1 go 1 ml
Candida albicans Ausencioen 1 go 1 ml Ausencioen 1 go 1 ml

Debide a la variabilidad inherente en ol métoda de recuento en placa, segiin el Capitulo &1 de la USP o le capitule 2.6.12 de la EP.
nlerpretacién de resulladas, los resullades se consideran fuera del limite si a = 200 UFC/g & ml b = 2000 UFC/g & ml

MNOTA: Cuando se detectan calonias de bacterias en agar Saboravd Dextrosa se peede usar Agar Saberavd Dextrosa con antibidficos

ANEXO 2. Imagenes promocion del crecimiento medios selectivos y/o diferenciales.

Imagen 2. Promocién caldo Mossel.

Fuente: Autor, 2020.

En la imagen se presentan tubos con Caldo Mossel, inoculaciéon de cepas ATCC, tubo A
S. aureus, tubo B E. coliy tubo C P. ueruginosa. Crecimiento positivo para el tubo de E.

coli (presencia de turbidez en el caldo).




Imagen 3. Promociéon Caldo MacConkey.

Fuente: Autor, 2020.

Imagen se presentan los tubos con Caldo MacConkey, inoculacion de bacterias de
izquierda a derecha S. aureus (tubo A), E. coli (tubo B y P. aeruginosa (tubo C). Crecimiento
positivo para el tubo de E. coli (presencia de turbidez en el caldo y cambio de color del caldo
debido al el indicador de pH que es el purpura de bromocresol. Control negativo para S.
aureus crecimiento de P. aeruginosa, sin acidificacién del medio debido a que no es capaz
de degradar la lactosa y asi acidificar el caldo.

Imagen 4. Siembras de cepas ATCC en agares selectivos y diferenciales.
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Fuente: Autor, 2020.

En la imagen A. se observa el crecimiento de Bacillus subtilis (zpizizenii) ATCC 6633 en
agar Casoy, Imagen B. Escherichia coli ATCC 8739 en agar VRBA méas MUG, imagen C.
Candida albicans ATCC 10231 en agar Sabouraud, imagen D. Staphylococcus aureus
ATCC 6538 en agar Salado Manitol, imagen E. Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 en
agar Cetrimide.

ANEXO 3. Microscopias obtenidas para algunas cepas ATCC.

Imagen 5. Microscopia B. subtilis en objetivo de 100 X.
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Fuente: Autor, 2020.




Imagen 6. Microscopia S. aureus en objetivo de 100 X.

Fuente: Autor, 2020.

Imagen 7. Microscopia C. albicans en objetivo de 100 X.

Fuente: Autor, 2020.




