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1. INTRODUCCIÓN

El control microbiológico ambiental es indispensable en la industria farmacéutica para asegurar la calidad de los productos elaborados.

El monitoreo ambiental no sólo se requiere para la elaboración de productos estériles, sino también para los productos no estériles, donde la contaminación microbiológica puede afectar seriamente la calidad de los productos farmacéuticos. Algunos microorganismos pueden ser patógenos, mientras que en ciertos casos la contaminación puede producir una disminución del título del principio activo o un deterioro en las características físicas del producto (1).

Para llevar a cabo el monitoreo ambiental, deben establecerse límites de alerta y de acción apropiados. Estos límites deben ser determinados teniendo en consideración que el objetivo principal es detectar condiciones que se alejen del comportamiento habitual del ambiente productivo (2). 

Un concepto equivocado en la industria farmacéutica ha sido aplicar normas bacteriológicas establecidas y utilizarlas para elaborar especificaciones de liberación de productos (3). Las normas vigentes suelen incluir ciertos límites recomendables para el control microbiológico de las áreas en que se elaboran productos estériles, pero aclaran que estos valores no representan especificaciones.

Por lo tanto, determinar los valores de alerta y de acción a partir del comportamiento histórico es útil tanto para áreas donde se elaboran productos no estériles, donde las normas no establecen límites de referencia, cómo para aquellas utilizadas en la elaboración de productos estériles, en las cuales los límites establecidos pueden resultar menores a los recomendados por las disposiciones vigentes, permitiendo un mayor control microbiológico del ambiente.

Si bien actualmente hay un consenso general sobre la necesidad de establecer los límites a partir de los valores históricos, no existe un criterio general para llevar a cabo esta tarea. 

El propósito de este informe es presentar una herramienta adecuada para la determinación de los valores de alerta y de acción a partir del comportamiento histórico, basada en la utilización de conceptos estadísticos. 

2. UTILIZACIÓN DE LA DISTRIBUCIÓN DE POISSON PARA LA DETERMINACIÓN DE LOS LÍMITES

En una primera instancia se avanzó en la búsqueda de un método para determinar los límites de alerta y de acción, suponiendo que los valores obtenidos en el control microbiológico se aproximaban a una distribución de Poisson. 

La elección de esta distribución se realizó debido a que una de las aplicaciones comunes de la misma es la predicción del número de sucesos por unidad de tiempo o por unidad de área.

Para evaluar si los datos obtenidos en el monitoreo microbiológico se comportan siguiendo una distribución determinada, debemos plantear una prueba de bondad de ajuste (4) que nos permita medir la discrepancia entre los resultados observados y los resultados esperados, y un test de hipótesis que nos permita llegar a una conclusión.

Tomamos el siguiente punto de muestreo: 

· Punto de Muestreo: Ag – Envasado de Líquidos no estériles en frascos (Figura 1)

· Método: Muestreo de Aire por Sedimentación

· Tiempo de muestreo: 1 hora

· Conteo de: Bacterias 

· Datos Obtenidos:

	Día
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12
	13
	14
	15
	16
	17
	18

	Resultados

(UFC/Placa)
	2
	0
	8
	7
	5
	5
	1
	3
	0
	11
	10
	1
	1
	25
	1
	11
	5
	5


	Día
	19
	20
	21
	22
	23
	24
	25
	26
	27
	28
	29
	30
	31
	32
	33
	34
	35

	Resultados

(UFC/Placa)
	3
	15
	10
	2
	6
	18
	12
	6
	1
	8
	2
	1
	6
	3
	1
	1
	5


[image: image1.png]Ingresode_ [ ___ ]
Personal
Ingrsode | ___ ] _
Matssees
— Lineade =
Envasado .g 5B
ce
Campana de
Fiujo Laminar

Figura 1: Esquema del Area de Envasado de Liquidos no
estériles en frascos





Utilizamos un test de hipótesis con la siguiente Hipótesis nula (Ho) :

Ho: Los datos se ajustan a una distribución de Poisson

Para cada punto de muestreo se clasifican los datos observados en k rangos o clases, se contabiliza el número de observaciones (O) en cada rango y se calcula la cantidad de observaciones que se esperaría obtener (E) en cada rango, si la distribución escogida fuera la correcta. 

	Rango o clase

(UFC/Placa)
	Número de observaciones

(O)
	Esperado según  distr. de Poisson

(E)

	[ 0-1 ]
	10
	1

	[ 2-3 ]
	6
	5

	[ 4-6 ]
	8
	16

	[ 7-10 ]
	5
	12

	>
	6
	1


A continuación aplicamos la distribución Ji-cuadrada (
[image: image2.wmf]2

c

), para medir la discrepancia entre lo observado y lo esperado:

Prueba Ji-cuadrada:
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· Ek = valor esperado
· Ok = valor observado

· n = número de clases 

Se compara con el 
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reducido, el cual se encuentra tabulado, para un nivel de significancia (() =0,05 y 3 grados de libertad (():
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reducido :  7,81 

Cómo el 
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calculado es mayor al 
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reducido, entonces no se admite la Hipótesis nula, por lo tanto los datos no siguen una distribución de Poisson
Esta discrepancia entre los datos observados y los teóricos (tomando en cuenta una distribución de Poisson) se puede observar con mayor claridad en la Figura 2.
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Figura 2: Comparacicn mediante histogramas entrs los resultados del
conteo de bacterias (UFC/Placa) y los resultados esperados silos datos
siquieran una distribucién de Poisson, para el control de Aire por
Sedimentacisn -1 hora- en el Punta de Musstrea Ag del drea de
Envasado de Liquidos no estériles en frascos





Resultados similares se encontraron en la mayor parte de los puntos de muestreo controlados, concluyéndose que, en la mayoría de los casos, la utilización de la Distribución de Poisson no resulta adecuada para describir el comportamiento de los datos históricos.

3. UTILIZACIÓN DE LA DISTRIBUCIÓN GAMMA PARA LA DETERMINACIÓN DE LOS LÍMITES

Descartada la posibilidad de utilizar la distribución de Poisson para aproximar el comportamiento de los datos históricos, se analizaron otras distribuciones estadísticas. 

Esta búsqueda condujo a la función de distribución de probabilidad Gamma (5), la cual está definida por: 
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La figura 3 ilustra las gráficas de la función de distribución para algunos pares de parámetros ( y (.
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Tomamos el punto de muestreo anterior (Ag – Envasado de Líquidos no estériles en frascos ), y realizamos la prueba de bondad de ajuste para la distribución Gamma: 

Test de Hipótesis

Ho: Los datos se ajustan a una distribución Gamma con ( = 0,80 (#) 

	
	
	
	

	Rango

(UFC/Placa)
	Número de observaciones

(O)
	Esperado según distr. Gamma

(E)

	[ 0-1 ]
	10
	10

	[ 2-3 ]
	6
	7

	[ 4-6 ]
	8
	7

	[ 7-10 ]
	5
	5

	>
	6
	6


(#): La elección del valor de ( se realiza en forma empírica, eligiéndose aquel valor que mejor ajusta la función de distribución respecto a los resultados verdaderos. 
Prueba Ji-cuadrada:
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Se compara con el 
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reducido, el cual se encuentra tabulado, para un nivel de significancia (() =0,05 y 3 grados de libertad (():
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reducido : 7,81
Cómo 
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calculado es menor al 
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reducido, entonces se admite la Hipótesis nula: “Se acepta que los datos siguen una distribución Gamma”
De acuerdo con lo encontrado, vemos que la misma población de datos que no se ajustaba a la distribución de Poisson, si lo hace a una distribución Gamma.

Esta concordancia entre los datos observados y los teóricos se puede observar con mayor claridad en la figura 4.
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Teniendo en cuenta lo anterior, se puede calcular los límites de alerta y de acción utilizando percentiles de esta distribución.

En nuestro caso, decidimos utilizar los percentiles 90 y 95, que de acuerdo con la experiencia recogida resultaron aptos para el objetivo del monitoreo ambiental:

Límite de Alerta = P90: 14

Límite de Acción = P95: 19

De la manera descripta anteriormente se han realizado análisis para los diferentes puntos de muestreo. La aplicación de esta distribución en cada uno de ellos es posible debido a que la forma de la función no es rígida, sino que depende del parámetro (, el cual puede determinarse de forma tal que la función se adapte a la seguida por los datos históricos evaluados. 

En las figuras 5-12 se muestran los gráficos comparativos en el control de bacterias y de hongos (UFC/Placa) en la misma Área de Envasado de Líquidos no estériles en frascos por Sedimentación, con un tiempo de muestreo de 1 hora.
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Figura 5: Comparación mediante histogramas entre los resultados del conteo de hongos (UFC/Placa) y los resultados esperados si los datos siguieran una distribución Gamma, con un ( = 0,45, para el control de Aire por Sedimentación –1hora- en el Punto de Muestreo Ag del Área de Envasado de Líquidos no estériles en frascos
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Figura 6: Comparación mediante histogramas entre los resultados del conteo de bacterias (UFC/Placa) y los resultados esperados si los datos siguieran una distribución Gamma, con un ( = 1,00, para el control de Aire por Sedimentación –1hora- en el Punto de Muestreo Bg del Área de Envasado de Líquidos no estériles en frascos
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Figura 7: Comparación mediante histogramas entre los resultados del conteo de hongos (UFC/Placa) y los resultados esperados si los datos siguieran una distribución Gamma, con un ( = 0,45, para el control de Aire por Sedimentación –1hora- en el Punto de Muestreo Bg del Área de Envasado de Líquidos no estériles en frascos
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Figura 8: Comparación mediante histogramas entre los resultados del conteo de bacterias (UF Figura 8: Comparación mediante histogramas entre los resultados del conteo de bacterias (UFC/Placa) y los resultados esperados si los datos siguieran una distribución Gamma, con un ( = 0,80, para el control de Aire por Sedimentación –1hora- en el Punto de Muestreo Cg del Área de Envasado de Líquidos no estériles en frascos

C/Placa) y los resultados esperados si los datos siguieran una distribución Gamma, con un ( = 0,80, para el control de Aire por Sedimentación –1hora- en el Punto de Muestreo Cg del Área de Envasado de Líquidos no estériles en frascos
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Figura 9: Comparación mediante histogramas entre los resultados del conteo de hongos (UFC/Placa) y los resultados esperados si los datos siguieran una distribución Gamma, con un ( = 0,40, para el control de Aire por Sedimentación –1hora- en el Punto de Muestreo Cg del Área de Envasado de Líquidos no estériles en frascos
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Figura 10: Comparación mediante histogramas entre los resultados del conteo de bacterias (UFC/Placa) y los resultados esperados si los datos siguieran una distribución Gamma, con un ( = 0,60, para el control de Aire por Sedimentación –1hora- en el Punto de Muestreo Dg del Área de Envasado de Líquidos no estériles en frascos
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Figura 11: Comparación mediante histogramas entre los resultados del conteo de hongos (UFC/Placa) y los resultados esperados si los datos siguieran una distribución Gamma, con un ( = 0,70, para el control de Aire por Sedimentación –1hora- en el Punto de Muestreo Dg del Área de Envasado de Líquidos no estériles en frascos

Para cada uno de los puntos se realizó también los tests de hipótesis correspondientes, arrojando resultados satisfactorios.

A partir de lo observado en los gráficos y los tests de hipótesis, se deduce que la función de distribución de probabilidad Gamma representa en forma adecuada la distribución de los resultados obtenidos en el monitoreo microbiológico. 

De acuerdo con lo indicado, se calcularon los límites de alerta y de acción para el resto de los puntos de muestreo del Área de Envasado de Líquidos no estériles en frascos, utilizando los percentiles 90 y 95 de las distribuciones Gamma correspondientes, según se indica en la tabla 12.
	Puntos de Muestreo

(Ver Figura 1)
	Límites (UFC/Placa.hora)

	
	Bacterias
	Hongos

	
	Alerta (P90)
	Acción (P95)
	Alerta (P90)
	Acción (P95)

	Ag
	14
	19
	8
	12

	Bg
	10
	12
	2
	3

	Cg
	8
	10
	3
	4

	Dg
	5
	7
	2
	3


Tabla 12: Límites de Alerta y de Acción para el Área de Envasado de Líquidos no estériles en frascos, determinados a través del cálculo de los percentiles 90 y 95 de las distribuciones Gamma correspondientes.
Por lo tanto, hemos obtenidos límites propios para cada punto de muestreo, que se ajustan a un análisis estadístico adecuado. 

De este modo se fundamenta, de manera razonable, la necesidad de efectuar una investigación sobre las condiciones del área al superarse estos valores, y tomar las acciones necesarias para reestablecer la carga microbiológica a los niveles aceptados.

4. CONCLUSIONES

La evaluación de los datos históricos obtenidos durante el monitoreo microbiológico ambiental mediante la función de distribución Gamma, resulta una forma estadística útil, consistente y práctica para la determinación de los límites de alerta y de acción en los distintos puntos de muestreo de las áreas controladas. 

De esta manera, los límites establecidos resultan apropiados para identificar si las condiciones durante el control se alejan de la tendencia histórica.
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