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RESUMEN

El presente estudio tiene como objetivo: demostrar la eficacia del Acido Peracético para la
desinfeccion in situ de equipos en el “area estéril de envasado 2” de formas farmacéuticas
en un laboratorio de industria farmacéutica. Metodologia: Se realizd el estudio
experimental, cuantitativo y transversal, en el que se empled el método de dilucion —
neutralizacion para determinar la eficacia del Acido Peracético a concentraciones de 0,6%,
1,2% y 1,8% y tiempos de contacto de 5 minutos, 10 minutos y 15 minutos, para realizar la
actividad antimicrobiana in situ en superficies donde se empled el método de placas de
contacto y en equipos el método de hisopado. Para el analisis estadistico se realiz6 el método
de Kolmogorov-Smirnov y Kruskal-Wallis Resultados: se identifico que el Acido
Peracético a concentracion de 0,6% presento crecimiento mayor a 330 ufc/mL para bacterias
y para hongos crecimiento mayor a 165 ufc/mL a tiempos de contactos de 5 minutos, 10
minutos y 15 minutos; a una concentracion de 1,2% con un tiempo de contacto de 5 minutos,
presentO crecimiento de bacterias y hongos a diferencia de los tiempos de contacto de 10
minutos y 15 minutos que cumplio satisfactoriamente con la eliminacion de bacterias y
hongos; a la concentracion de 1,8% debido a su concentracion no presentd crecimientos de
bacterias y hongos para ningun tiempo expuesto. En la determinacion de la actividad
antimicrobiana en superficies y equipos los resultados mostraron una reduccion de 99,999%.
Conclusiones: El Acido Peracético a concentracion de 1,2% es eficaz a tiempos de contactos
de 10 minutos, 15 minutos y a concentracion de 1,8% es eficaz a tiempos de contactos de 5
minutos, 10 minutos y 15 minutos. En la actividad antimicrobiana en superficie el Acido
Peracético a concentracion de 1,2% cumple una reduccién satisfactoria al eliminar el
99,999% de microorganismos. Asimismo, en cuanto a la actividad antimicrobiana de
equipos del “area estéril de envasado 2” de formas farmacéuticas estériles en un laboratorio
de industria farmacéutica. También cumpli6 con la reduccion del 99,999% de

microorganismos.

Palabras clave: Desinfectante, tiempo de contacto, método dilucion -neutralizacion,

actividad antimicrobiana.
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ABSTRACT

The objective of this study is: to demonstrate the efficacy of Peracetic Acid for the in-situ
disinfection of equipment in the "sterile packaging area 2" of pharmaceutical forms in a
pharmaceutical industry laboratory. Methodology: The experimental, quantitative and
cross-sectional study was carried out, in which the dilution-neutralization method was used
to determine the efficacy of Peracetic Acid at concentrations of 0.6%, 1.2% and 1.8% and
times of contact of 5 min, 10 min and 15 min, and to carry out the antimicrobial activity in
situ on surfaces, the contact plate method was used and the swab method in equipment. For
the statistical analysis, the Kolmogorov-Smirnov and Kruskal-Wallis method was used.
Results: it was identified that Peracetic Acid at a concentration of 0.6% presented growth
greater than 330 cfu / mL for bacteria and for fungi growth greater than 165 cfu / mL at
contact times of 5 min, 10 min and 15 min; At a concentration of 1.2% with a contact time
of 5 min, it presented growth of bacteria and fungi, as opposed to the contact times of 10
min and 15 min, which satisfactorily eliminated bacteria and fungi. and at a concentration of
1.8% due to its high concentration it did not show growth of bacteria and fungi for any time
exposed. In determining the antimicrobial activity on surfaces and equipment, the results
showed a reduction of 99.999%. Conclusions: Peracetic Acid at a concentration of 1.2% is
effective at contact times of 10 min and 15 min and at a concentration of 1.8% it is effective
at contact times of 5 min, 10 min and 15 min. In the antimicrobial activity on the surface,
Peracetic Acid at a concentration of 1.2% achieves a satisfactory reduction by eliminating
99.999% of microorganisms. Also, regarding the antimicrobial activity of equipment in the
"sterile packaging area 2" of sterile pharmaceutical forms in a pharmaceutical industry

laboratory. It also met the 99.999% reduction of microorganisms.

Keywords: Disinfectant, contact time, dilution-neutralization method, antimicrobial activity.
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INTRODUCCION

Los desinfectantes son sustancias quimicas que tienen como fin destruir los
microorganismos causantes de la contaminacion en ambientes de fabricacion y envasado de
productos en una planta farmacéutica. Existen diferentes tipos de productos quimicos
empleados para eliminar los microorganismos y diferentes mecanismos de accion para
lograrlo®.

En la industria farmacéutica estas fuentes de contaminacién se controlan por medio de
sustancias quimicos que destruyen esta biocarga de manera segura y eficaz, incluyendo un
programa de rotacion de desinfectantes, programas de limpieza y sanitizacion de ambientes
controlados adecuados que ayuden a prevenir y reducir la contaminacion microbioldgica en
las &reas de trabajo?.

Asimismo, es importante llevar a cabo la desinfeccion en los laboratorios a fin de garantizar
que la contaminacion que se encuentra en las superficies no interfiera con los ensayos
realizados, teniendo en cuenta un adecuado manejo en las areas de trabajo. Es por ello que
al evaluar la eficacia del Acido Peracético usado para la desinfeccion in situ en el “area
estéril de envasado 2” de formas farmacéuticas en un laboratorio de industria farmacéutica,
se busca demostrar experimentalmente que cumple con su funcion a concentraciones de
0.6%, 1.2% y 1,8% y en tiempos de contactos de 5 minutos, 10 minutos y 15 minutos para
la desinfeccion de superficies de ambientes en la industria farmacéutica. Cumpliendo asi con
los estandares de calidad, seguridad, protegiendo asi la vida humana y que a su vez no genere

un mayor costo para la empresa®.

XV



CAPITULO I: EL PROBLEMA
1.1 Planteamiento del problema

Actualmente existe una gama de desinfectantes utilizados en la industria
farmacéutica algunos de ellos considerados toxicos porque produce efectos
cronicos sobre la salud a largo plazo, que pueden presentarse después de la

exposicion a dicho compuestos®.

Debido a la peligrosidad que presentan, nos vemos en la necesidad de probar la
eficacia del Acido Peracético resultante de la mezcla de peréxido de hidrogeno y
acido acético en agua. Que debido a su capacidad biocida y su alto poder oxidante
actua destruyendo la membrana celular exterior de los microorganismos,
provocando su muerte. El cual tiene un amplio espectro de accion frente a
patdgenos bacterianos y fungicos, asi como frente a virus y esporas, Su
descomposicion produce agua, oxigeno y acido acético por lo que resulta no ser
toxico, respetuoso con el medio ambiente y facil solubilidad en el agua, usandose
ampliamente para la desinfeccion de objetos y superficies de trabajo de laboratorios
farmacéuticos y de cabinas de seguridad bioldgica (CSB)*.

Dentro del concepto de garantia de la calidad en las Buenas Préacticas de
Manufactura, uno de los requisitos es contar con personal altamente capacitado que
cuente con las condiciones, herramientas, procedimientos e instrucciones
aprobados, a fin de llevar a cabo todas las labores encomendadas evitando asi
posibles confusiones y contaminaciones*

La identificacion de los diferentes tipos de microorganismos puede proporcionar una
idea de sus fuente y control como es el caso de Pseudomonas aeruginosa gue es uno de

los mas importantes patdégenos con respecto al nimero y tipo de infecciones que causa
1



y su relacién con la alta morbilidad y mortalidad relacionada es importante detectar su
presencia en productos farmacéuticos administrados por via inhalatoria y ocular®.
Staphylococcus aureus es un Gram positivo que esta distribuido en la naturaleza, se
encuentra en la piel y mucosas de humanos y de otros primates. Su presencia en una
materia prima, producto farmacéutico o cosmético, indica que la fuente de
contaminacion puede ser humana, es decir de los operadores®.

Escherichia coli forma parte de la flora normal fecal de humanos y animales. Su
presencia en un producto de uso o consumo humano puede ocurrir debido a la presencia
de contaminacion fecal en especial en productos de consumo oral y en materias primas
de origen natural®.

Candida albicans es un hongo diploide asexual (forma de levadura), habita en la flora
intestinal del hombre, produce candidiasis superficial o sistémica en personas
debilitadas, en recién nacidos y en ancianos con sistema inmunoldgico deficiente®.
Bacillus subtilis es una bacteria Gram positiva que habita generalmente en los suelos.
Tiene la capacidad de formar endosporas altamente resistentes a factores ambientales
como calor, &cido y sal mediante el proceso de esporulacion, por lo tanto, implica la
proteccion del genoma bacteriano en un lugar seguro hasta que los factores ambientales
mejoren y pueda volver a su estado vegetativo®.

Como se sabe la industria farmaceutica es altamente regulada, debido a esto la
fabricacion y envasado de productos estériles debe realizarse en una sala limpia que
cumpla con una serie de requerimientos de calidad establecidos por la OMS
(Organizacion Mundial de la Salud) que garanticen la manufactura de los productos
farmacéuticos seguros y eficaces’.

Por lo tanto, el objetivo de los procedimientos de limpieza y desinfeccion en el
laboratorio de la industria farmacéutica es eliminar o disminuir la carga microbiana
presente en los equipos, superficies y ambientes en donde son llevados a cabo los
diferentes procesos de elaboracién ya que un desvio en la limpieza tiene como
consecuencia la proliferacion de microorganismo y/o presencia de particulas. Teniendo
como principal factor de contaminacion al personal, el aire y los elementos e
instalaciones utilizados durante el proceso de elaboracion®.

Hoy en dia existen una gran variedad de productos tdxicos para matar a los
microorganismos y controlar su desarrollo. Debido a esto se busca que los desinfectantes
sean lo mas toxicos para los microorganismos, pero con efecto nocivo minimo para el

2
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hombre, los animales y las plantas®. Entonces la eficacia de un desinfectante va a
depender de factores como el pH, temperatura, naturaleza del microorganismo y otros
factores asociados a la poblacion microbiana, presencia de materiales extrafios y el
mecanismo de accion del desinfectante'®.

Asimismo, el equipo utilizado para la desinfeccion de areas estériles del laboratorio de
una industria farmacéutica que hemos empleado es el Nouvair® desarrollado y
destinado para la desinfeccion por via aérea de zonas criticas. Es el equilibrio éptimo
entre las Ultimas innovaciones tecnoldgicas (aeronebulizacion neumatica), la facilidad
de uso, una gran versatilidad gracias a su reducido tamario y ligereza. Cabe destacar el
amplio espectro de accidn de los desinfectantes e insecticidas formulados especialmente

para este sistema, buscando la maxima sinergia entre aparato y fungible®.

Formulacion del problema

121 Problema general:

¢Es eficaz el Acido Peracético frente a microorganismos en el area de envasado de

formas farmacéuticas estériles de un laboratorio de Industria Farmacéutica?

122 Problemas especificos:

¢Cudles son las concentraciones del Acido Peracético aplicado en el area de
envasado de formas farmacéuticas estériles para ser eficaz frente a Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus,Candida albicans y Bacillus

subtilis?

¢Qué tiempo de contacto del Acido Peracético aplicado en el area de envasado de
formas farmacéuticas estériles sera eficaz frente a Escherichia coli, Pseudomonas

aeruginosa,Staphylococcus aureus,Candida albicans y Bacillus subtilis?

Obijetivos de la investigacion
1.3.1 Objetivo General

Determinar la eficacia del Acido Peracético frente a microorganismos en el 4rea de
envasado de formas farmacéuticas estériles en un Laboratorio de Industria

Farmacéutica.
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Objetivos Especificos

Determinar los niveles de concentraciones del Acido Peracético aplicado en el area
de envasado de formas farmacéuticas estériles son eficaz frente a Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Candida albicans y Bacillus
subtilis.

Determinar los tiempos de contacto del Acido Peracético en el area de envasado de
formas farmacéuticas estériles es eficaz frente a Escherichia coli, Pseudomonas

aeruginosa, Staphylococcus aureus, Candida albicans y Bacillus subtilis.

Justificacion de la investigacion

Teorica

En la presente tesis, se investiga la norma de trabajo experimental de acuerdo a lo
especificado en la farmacopea USP 42, ya que aporta conocimientos y referencias
para la realizacion de la investigacion sobre la eficacia del Acido Peracético para la

desinfeccion in situ en el “area estéril de envasado 2.

Metodologica

En la presente tesis para evaluar la eficacia del Acido Peracético a diferentes
concentraciones y tiempos de contactos empleamos el método de dilucion-
neutralizacion, asimismo para el muestreo microbioldgico en el “area estéril de
envasado 2” empleamos el método de hisopado y el método por contacto o

impresion de placas®.

Practica

En el aspecto préctico, proporciona informacion sobre la eficacia del Acido
Peracético para la desinfeccion in situ en el “area estéril de envasado 2” sirviendo
como guia al personal de laboratorio de industria farmacéutica, ya que estos
resultados pueden servir de base para otras investigaciones que deseen desarrollar

a mayor profundidad.
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Limitaciones de la investigacion

A pesar de que se realizd una busqueda minuciosa, no se encontré antecedentes

relacionados al uso del &cido peracético en la industria farmacéutica.

Para llevar a cabo el desarrollo del proyecto, se tuvo que realizar una serie de
requerimientos como normas, microorganismos, materiales, medios de cultivo y
reactivos, los cuales tienen un plazo de 15 dias cuando se trata de compras locales y
30 dias cuando son compras de importacion que debido a la situacion sanitaria
mundial estos plazos tuvieron un retraso de entre 3 a 6 meses en llegar al laboratorio
lo cual origino una reprogramacién para realizar los ensayos programados en las

fechas establecidas.
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Antecedentes de la investigacion

2.1.1 Nacionales:

Alvares H. (2018), en Pertl, en su investigacion denominada “Efectividad de los
desinfectantes alternativos: Acido Peracético y Ortoftalaldehido en comparacion
con el Glutaraldehido para lograr una desinfeccion optima y sin dafos, en los
endoscopios flexibles”, planteo como objetivo analizar sisteméaticamente las
evidencias sobre la efectividad de los desinfectantes Acido Peracético y
Ortoftalaldehido en comparacion con el Glutaraldehido para lograr una
desinfeccion optima y sin dafios, en los endoscopios flexibles. Realizd el método
de recoleccion de datos mediante la revision de articulos de investigaciones y
estudios internacionales, de los 06 articulos que revisé el 50% son revision
sistematica, 33% son ensayos clinicos controlado y el 16 % son estudios
experimentales empleando el sistema Grade para evaluar la calidad de la evidencia.
Obtuvo como resultado del 60% de articulos revisados, 20 % mostré que los
desinfectantes estudiados son efectivos en la inactivacion de microorganismos
vegetativos, 20% mostrd0 que las condiciones previas son importantes para
garantizar una adecuada desinfeccién y en el 30% evidencié que el uso de
Ortoftalaldehido al igual que el Glutaraldehido y Acido Peracético fueron citados
en relacién a su toxicidad por lo que su uso no es recomendado. Concluyé que el
Acido Peracético y Ortoftalaldehido son efectivos en la inactivacion de
microorganismos, fueron citados por su toxicidad, pero no se han identificado

estudios que informan dafios en los endoscopios*?.



Robles C, y colaboradores. (2014), en Per(, publicaron en la revista de
Gastroenterologia el articulo titulado “Evaluacion microbiologica de la
desinfeccion de alto nivel de los endoscopios flexibles en un hospital general”,
plantearon como objetivos comprobar la eficacia del proceso de descontaminacion
de los endoscopios a nivel microbioldgico y evaluar el cumplimiento de las
directrices de desinfeccion de alto nivel. El estudio fue de tipo descriptivo
desarrollado en el servicio de gastroenterologia de un hospital de tercer nivel. Se
seleccionaron 30 procedimientos endoscOpicos aleatoriamente. Y se observé el
cumplimiento de las directrices, mediante cultivos para gérmenes comunes luego
del proceso de desinfeccion. En los resultados reportaron que aislaron
microorganismos en dos de los endoscopios y una pinza analizados y en cuanto al
cumplimiento de las directrices se cumplié de manera optima solo tres de las siete
etapas del proceso de desinfeccion. En las conclusiones afirmaron que los
procedimientos de desinfeccion de alto nivel no se realizaron de manera optima,

hallando en un 6,7% cultivos positivos a Pseudomonas de diferentes especies®®.

Latour L. (2013), en Pert, en su investigacion denominada “Eficacia de un
Desinfectante Biodegradable a Base de Citricos en el Control del Crecimiento de
Escherichia coli y Staphylococcus aureus” planteo como objetivo evaluar la
eficacia de un desinfectante biodegradable a base de citricos sobre el crecimiento
de Escherichia coli y Staphylococcus aureus. Ademas, determind las
concentraciones de uso mas efectivas y tiempos de contacto Optimos en la
desinfeccion. EI estudio fue de tipo experimental donde evalué tres
concentraciones del desinfectante (100, 400 y 700 ppm) sobre tres cargas
microbianas de ambos microorganismos por separado, frente a tres tiempos de
contacto (1, 5 y 10min). Los resultados mostraron mayor sensibilidad de
Staphylococcus aureus respecto a Escherichia coli frente al tratamiento de
desinfeccion. Para Escherichia coli, el mejor efecto antimicrobiano del
desinfectante frente a la carga microbiana alta (8.84 x107 ufc/mL) se obtuvo con
una concentracion de 700 ppm y tiempo de contacto del0 minutos, en la carga
microbiana media (8.84 x105 ufc/mL) a 400 ppm y 5 minutos y para carga
microbiana baja (8.84 x103 ufc/mL) a 100 ppm y 10 minutos. Para Staphylococcus

aureus el mejor efecto antimicrobiano frente a la carga microbiana alta (8.75 x107



ufc/mL) se obtuvo con una concentracion de 400 ppm y tiempo de contacto de 10
minutos, la carga microbiana media (8.75 x105 ufc/mL) fue 400 ppm y 1 minuto y
para carga microbiana baja (8.75 x103 ufc/mL) a 100 ppm y 5 minutos. Concluy6
que la carga microbiana, la concentracion del desinfectante y el tiempo de contacto
microorganismo- desinfectante, son factores significativos en el proceso de

desinfeccion con el desinfectante biodegradable a base de citricos KILOL L-20,

2.1.2 Internacionales:

Vargas CT. (2018), Chile, en su investigacion denominada “Efectividad in vitro
del Acido Peracético frente a cepas de Escherichia coli y Listeria innocua”, planteo
como objetivo: Determinar la accion biocida in vitro, calcular el coeficiente de
dilucion y otros parametros del desinfectante acido peracético frente a Escherichia
coli (Gram-) y Listeria innocua (Gram+). Realiz6 la cuantificacion por el método
de recuento en placa Petri. Sembré 1 ml de cultivo de cada cepa, Escherichia coli
y Listeria innocua, en agar tripticasa de soya (TSA) y lo incubd por 24 h a 37°C.
La Determinacion de la actividad antimicrobiana del desinfectante se determiné por
medio de la cinética de muerte de Listeria innocua y Escherichia coli, a 300, 500 y
1000 ppm de concentracion del desinfectante y a 0,5, 1 y 2 min, tomG como
referencia lo indicado por el fabricante (1000 ppm y sin tiempo de accion); con
estos parametros se determino la eficiencia germicida (%E), el tiempo de reduccion
decimal (TRD) y la velocidad especifica de muerte (k). El resultado mostré que el
Acido Peracético es eficiente a una concentracion de 300 ppm y un tiempo de accion
de 2 min, logrando eliminar mas del 99,999% de la poblacion bacteriana de ambas
cepas, el efecto biocida de este desinfectante mostro ser igual para ambos tipos de
cepas, en donde se comparo los distintos parametros, %E, TRD y k, por medio de
un analisis ANOVA simple dando para todos los casos que no habia diferencias
significativas entre Listeria innocua y Escherichia coli. Concluy6 en que el Acido
Peracético fue efectivo a la concentracién dada por el fabricante de 1000 ppm,
eliminando el 99.999% de la poblacién bacteriana para Escherichia coli como de
Listeria innocua, en 30 segundos. También logro ser efectivo a una concentracion
de 300ppm logrando una eliminacién del 99.999% de la poblacién bacteriana en 2
minutos. Por Gltimo, el coeficiente de dilucidn resulté mayor que 1 para Listeria
innocua e igual a 1 para Escherichia coli, lo que indica la eliminacion con Acido
8



Peracético dependié tanto del tiempo de accion como de la concentracion del

desinfectante®®.

Garcia JM, Medina LJ, Mercado JN y Baez R. (2017), en Meéxico, en su
investigacion denominada “Evaluacion de desinfectantes para el control de
microorganismo en frutas y verduras”, plantearon como objetivo: Evaluar la
concentracion y eficiencia durante el tiempo de exposicion con nuevos
desinfectantes para el control de microorganismo en frutas y verduras. Se realizd la
prueba de reduccidn bacteriana para Escherichia coli a las concentraciones de 10 y
20 ppm para Yodo, Perdxido de Hidrogeno, Acido Peracético, Cloro Granulado
HTH 65%, Hipoclorito de Sodio y Agua Electrolizada. EI método de estudio fue
de tipo experimental y los resultados mostraron mayor efectividad para los
desinfectantes Cloro Granulado HTH 65% y agua electrolizada logrando un 100%
de eficiencia en ambas concentraciones. Para el Acido Peracético a la concentracion
de 20 ppm se mantuvo al 100% de eficiencia en la reduccion bacteriana para
Escherichia coli hasta el minuto 120. Por lo que concluyeron recomendar el uso de
Cloro Granulado HTH 65% y agua electrolizada a concentraciones de 10 y 20 ppm
y para Acido Peracético a 20 ppm contra Escherichia coli por 120 minutos. En el
caso de Yodo a 20 ppm se mantuvo una eficiencia del 100% solo en los primeros

30 minutos®®.

Rodriguez MH. (2016), Colombia, en su investigacion denominada “Desinfeccion
del agua residual con Acido Peracético” planted como objetivo comparar la
eficiencia del Acido Peracético con la del cloro en remocion de coliformes totales
y coliformes fecales en agua residual, para ello realiz6 el método colorimétrico para
controlar la eficiencia del Acido Peracético y del cloro con un tiempo de contacto
de 30 minutos. Obtuvo como resultado una desinfeccion al 100% con una dosis de
350 mg/L con el uso del Acido Peracético y un 100% con una dosis de 200mg/L
con el Cloro, también se encontré que el Acido Peracético redujo de manera
significativa la Demanda Bioquimica de Oxigeno (DBO) en un 86.9% con una dosis
de 400mg/L y un 54.3% con el uso de Cloro. Concluy6 que el Acido Peracético es
mejor oxidante que el Cloro ya que a dosis iguales de 400mg/L se logré una
remocion de DBO de 53,9 a 86,9% mientras que con el Cloro se obtuvo de 19,3 a
54,3%?7.



Barrientos F. (2013), México, en su investigacion denominada “Evaluacion de la
actividad antimicrobiana de tres sanitizantes usados en los laboratorios de
Microbiologia General Il y Laboratorio | planta alta de la UMIEZ de la FES
Zaragoza”, plante6 como objetivo evaluar la actividad antimicrobiana de tres
sanitizantes utilizados en los laboratorios de Microbiologia General 11 y Laboratorio
| de la UMIEZ de acuerdo a la norma NMX-BB-040-SCFI-1999. El estudio fue de
tipo experimental, prospectivo y transversal y empled el método de ensayo en
superficie. El resultado mostr6 que dos de los sanitizantes, el Hipoclorito de sodio
a 1000 ppm y Cloruro de Benzalconio al 1% cumplen satisfactoriamente con
eliminar las cepas de Escherichia coli ATCC 11229y Staphylococcus aureus ATCC
6538 en un 99.999%, a diferencia del etanol al 70% donde se encontré una
eliminacion del 98.95%. Es asi que concluyo que la eficacia de dichos sanitizantes
por medio del recuento de colonias después de la sanitizacion encontrandose que el
mejor es el hipoclorito de sodio por su alta eficacia al tener al menor recuento de
colonias, ademas se obtuvo que tiene mejor efecto alrededor de los diez minutos de

haber sido aplicado®.

Moncada J. (2012), en Colombia, en su investigacion denominada “Evaluacion de
Acido Peracético e Hipoclorito de Sodio sobre cepas de Salmonella spp., inoculadas
en agua de chiller”, plante6 como objetivo evaluar la efectividad como
desinfectante del hipoclorito de sodio y acido peracético sobre cepas de Salmonella
enteritidis y Salmonella typhimurium inoculadas en aguas de enfriamiento de
industrias avicolas. Se evalué a 20, 100 y 200 mgL-1 y 80, 160 y 200 mgL-1,
respectivamente. Adicionalmente, se realizO un ensayo evaluando su efecto
sinérgico segun lo estipulado por la Norma Técnica Colombiana 5150, asi mismo,
se cuantifico el cloro libre residual empleando el método yodomeétrico y para el
andlisis de los datos se utilizd como herramienta estadistica ANOVA. Los
resultados muestran una inactivacién maxima de 0,92 + 0,07 unidades logaritmicas
(14,7%) al adicionar acido peracético al agua y 0,25 + 0,1 unidades logaritmicas
(3,7%) al adicionar hipoclorito de sodio a 20 mgL-1. Asimismo, el tratamiento con
100y 200 mgL-1 de hipoclorito logra la inactivacién del 99,9 % de la poblacion de
Salmonella typhimurium y Salmonella enteritidis sin embargo estas

concentraciones no son permitidas por los entes reguladores. El efecto desinfectante
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del hipoclorito a 20 mgL-1 se ve favorecido al acidificar el medio, empleando como
aditivo &cido peracético a concentracion de 150 mgL-1, es asi que concluyd que en
las tres concentraciones de Acido Peracético evaluadas (80, 160 y200 mgL-1) no
resultan efectivas para inactivar mas de 5 unidades logaritmicas de las cepas
evaluadas, pero se logra una inactivacion del 99,9 % al emplear como aditivo al

Acido Peracético 18,

Vargas P y Gonzalez E. (2011), en su investigacion denominada “Efecto de la
aplicacion de cuatro acidos organicos y de un detergente neutro sobre la carga
microbiana total y Escherichia coli en broza del café costarricense”, plantearon
como objetivo evaluar la calidad microbiolégica de la broza del café y el efecto de
los acidos organicos como el acido peracético, el acido lactico, el &cido citrico y el
acido ascorbico sobre la carga microbiana total y la de Escherichia coli.
Adicionalmente para comparar el poder desinfectante sobre su carga microbiana se
utilizd un detergente neutro para evaluar la posibilidad de que este subproducto
tenga un uso alternativo como materia prima para futuros productos alimenticios
con valores nutracéuticos. Segun su metodologia dichos muestreos se realizaron
por andlisis microbiologico y se comparo las medias por medio de una prueba de
Tukey, se encontrd que el resultado obtenido con los desinfectantes &cido
peracético y acido ascorbico es estadisticamente equivalente. El resultado mostrd
que solo dos de los acidos utilizados disminuyeron la carga microbiana inicial de la
broza, pero no cumplieron con los niveles establecidos para un producto
alimenticio segun el reglamento técnico llegando a la conclusion que los métodos
utilizados para la desinfeccion, los acidos y el detergente que se probaron para
reducir la carga microbiana a niveles aceptables no dieron resultados positivos con
la broza de café utilizada. Pero los acidos peracético y ascorbico tuvieron efecto en
la disminucion de la carga microbiana total; sin embargo, ninguno de los productos
disminuyd a un nivel aceptable la carga de Escherichia coli al limite maximo 103
ufc, por lo que no es aceptable para ser usado como materia prima para producir

alimentos®®,

Denny V. (1997), en la “Guia Practicas actuales en el uso de desinfectantes en la
industria farmacéutica.”, plantea como objetivo conocer los aspectos para

seleccionar un desinfectante para el entorno de fabricacién de productos
11



2.2

farmacéuticos, se deben considerar: el nimero y tipos de microorganismos a
controlar; el espectro de actividad de los desinfectantes disponibles en el mercado;
la declaracion de la etiqueta como esterilizante; la concentracion, tiempo de
contacto del desinfectante, las condiciones de seguridad para los operadores que
aplican el desinfectante y los pasos necesarios para evitar la contaminacion de

productos farmacéuticos por el desinfectante?.

Schmidt R, (1997), en Florida, en la revista UF/IFAS Extension titulado
“Elementos basicos de limpieza y desinfeccion de equipos en las operaciones de
procesamiento y manipulacion de alimentos”, plantea como objetivo laimportancia
de diferenciar y definir ciertos términos como esterilizar que se refiere a la
destruccion y eliminacion de todos los organismos vivos, el término desinfectar se
refiere a objetos inanimados y la destruccion de todas las células vegetativas (no
esporas) a diferencia de sanitizar que es la reduccion de microorganismos a niveles
considerados seguros desde un punto de vista de salud publica. Los procedimientos
de higienizacion apropiados y aprobados son procesos por lo tanto la duracién o el
tiempo, asi como, las condiciones quimicas deben ser descritas. La definicion oficial
(Asociacion de Quimicos Analiticos Oficiales) de desinfectar las superficies de
contacto con productos alimenticios es un proceso que reduce el nivel de
contaminacion en un 99.999% (5 registros) en 30 segundos. La definicién oficial
para las superficies de contacto sin producto requiere una reduccion de
contaminacion del 99.9% (3 registros). Los organismos de prueba estandar

utilizados son Staphylococcus aureus y Escherichia coli.

Los tipos generales de desinfeccion incluyen a la desinfeccion térmica que implica
el uso de agua caliente o vapor para una temperatura especificada y tiempo de
contacto y la desinfeccion quimica implica el uso de un desinfectante quimico

aprobado en una concentracion especifica y tiempo de contacto determinado??.

Bases tedricas

221 Control de calidad y buenas préacticas de manufactura en la industria

farmacéutica

Las Buenas Practicas de Manufactura (B.P.M.) en inglés Good Manufacturing

12



Practice (GMP) es un conjunto de medidas preventivas y practicas generales de
higiene en la manipulacion, preparacion, elaboracion, envasado y almacenamiento
de alimentos para consumo humano, con el objeto de garantizar que los alimentos
se fabriquen en condiciones sanitarias adecuadas y se disminuyan asi los riesgos

potenciales o peligros para su inocuidad?,

Dentro de los principios generales de garantia de la calidad en las Buenas Préacticas
de Manufactura uno de los requisitos es contar con personal altamente capacitado
que cuente con las condiciones, herramientas, procedimientos e instrucciones
aprobados, a fin de llevar a cabo todas las labores encomendadas evitando asi

posibles confusiones y contaminaciones?2.

Las preparaciones farmacéuticas y los cosméticos pueden contaminarse con hongos
filamentosos, levaduras y bacterias. Las materias primas naturales, el equipamiento,
el agua, los operadores, el aire, y el material de empaque pueden ser fuentes de

contaminacion de los productos farmacéuticos y cosméticos?*.

La Administracion de Alimentos y Drogas en ingles Food and Drug Administration
(FDA) reconoce tres categorias de microorganismos: patdgenos, oportunistas y

objetables:

1 Patdgenos son aquellos microorganismos o toxinas responsables de
enfermar o infectar al hombre (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,

Staphylococcus aureus, Candida albicans, Bacillus subtilis etc).

2 Se consideran oportunistas a aquellos microorganismos que producen

enfermedad en pacientes inmunocomprometidos.

3 Y son objetables aquellos microorganismos que pueden inactivar
drogas activas y/o deteriorar el producto provocando una posible falta de eficacia

de los productos farmacéuticos y seguridad en cosméticos.

La dosis infectiva de los microorganismos varia entre las especies y los individuos.
Los sintomas y consecuencias de infecciones causados por medicamentos o

cosméticos contaminados son diversos.

Solo unas pocas materias primas empleadas para la fabricacién de productos

farmacéuticos son estériles. También estan presentes las fuentes de contaminacién
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de medicamentos y cosméticos (Figura 1). Los controles ambientales del agua,
materias primas, limpieza de equipos, areas y las buenas practicas de higiene del
personal son vitales para minimizar el tipo y ndmero de microorganismos

presentes?.

Figura 1: Fuentes de contaminacion mas frecuentes de productos de uso y

consumo humano®.

(_ Materias Primas

( B _Material de envase
Aire —
" | Producto farmacéutico o
| wcmé““ " Equipos
- Personal

~Tss

En la figura 1 podemos observar las diversas fuentes de contaminacion presentes en
los medicamentos y cosméticos como las materias primas, material de envase,
producto farmaceéutico cosmético, equipos, personal, superficies y el aire.

Fuente: http://www.aam.org.ar/descarga-archivos/manual-microbiologia-
aplicada.pdf

222 Disefio de la instalacion y controles ambientales

La industria farmacéutica es altamente regulada, debido a esto la fabricacion y
envasado de productos estériles debe realizarse en una sala limpia que cumpla con
una serie de requerimientos de calidad establecidos por la OMS (Organizacion
Mundial de la Salud) que garanticen la manufactura de los productos farmacéuticos

seguros Yy eficaces’.

El acceso a estas zonas debe ser restringido y su ingreso debe realizarse a través de
esclusas solo para el personal capacitado y/o equipos y materiales esterilizados. Las
zonas limpias deben mantener un nivel de limpieza estéril adecuado dotadas de aire

filtrado a través de filtros de una eficacia apropiada.

La fabricacion y envasado de productos estériles deben realizarse en zonas

separadas dentro de la zona estéril. La operacion de fabricacion se clasifica en dos
14
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categorias:

a) En la que el producto se esteriliza al final vy,
b) Las que realizan asépticamente en todas o algunas de sus fases.

La zona limpia para la fabricacion de productos estériles se clasifica segun las
caracteristicas requeridas del entorno. Cada operacion de fabricacion exige un
grado adecuado de limpieza para minimizar los riesgos de contaminacion

microbiana o contaminacion cruzada.

1 Para la fabricacion de medicamentos estériles se distinguen cuatro grados y
limites recomendados para la contaminacién microbiolégica en operacién como se

muestra en la Tabla 1.

Tabla 1: Limites recomendados para la contaminacion microbiologica en

operacion??,

Limites recomendados para la contaminacion microbiol6gica en operacion

1)
Grado Muestra  Placas expuestas Placas de Impresion de
de aire (diametro 90 contacto guantes, 5 dedos
ufc/m?® mm) ufc/4 horas (diametro 55 ufc/guante (3)
(2) mm) ufc/placa
A <1 <1 <1 <1
B 10 5 5 5
100 50 25 -
200 100 50 -

Nota 1: estos valores son promedios puntuales, segun las estaciones fijas de muestreo

establecidas por el fabricante.

Nota 2: las placas individuales pueden ser expuestas no menos de 4 horas.

Nota 3: El monitoreo se debe realizar después de la ejecucion de operaciones
criticas?.

Fuente:
http://www.digemid.minsa.gob.pe/UpLoad/UpLoaded/PDF/Normatividad/2018/DS-021-

2018.pdf
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e Grado A: zona donde se realizan operaciones de alto riesgo tales como la zona de

llenado de bandejas de tapones, de ampollas y viales abiertos y de realizacion de

conexiones asépticas. Normalmente estas condiciones son provistas por estaciones

de trabajo de flujo laminar.

e Grado B: entorno para la zona de grado A en el caso de preparacion y llenado

asepticos.

e Grados Cy D: zonas limpias para realizar fases menos criticas de la fabricacion de

productos estériles’.

223 Organismos de desafio AOAC contaminantes comUnmente investigados en

medicamentos:

2.2.3.1 Agente bactericida:

22311

22312

Pseudomonas aeruginosa

Es un bacilo Gram negativo no fermentador de la glucosa y es uno de los
mas importantes patogenos dentro de los géneros Pseudomonas y
Burkholderia con respecto al nimero y tipo de infecciones que causa y

su relacién con la alta morbilidad y mortalidad relacionada.

Es importante investigar la presencia de P. aeruginosa en productos
farmaceéuticos administrados por via inhalatoria y ocular. En el caso de
los cosméticos estos pueden actuar como vehiculo de este

microorganismo en especial las presentaciones en cremas y liquidos®.
Staphylococcus aureus

Es un coco Gram positivo perteneciente a la familia Micrococcaceae.
Esta distribuido en la naturaleza, se encuentra en la piel y mucosas de
humanos y de otros primates. Se encuentra en la boca, sangre, glandulas
mamarias, intestino, tracto genitourinario y vias aéreas respiratorias de
sus huéspedes. La presencia de S. aureus en una materia prima o
producto farmacéutico o cosmético, indica que la fuente de

contaminacion puede ser humana, es decir de los operadores®.
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2.2.3.1.3 Escherichia coli

Forma parte de la flora normal fecal de humanos y animales inferiores,
asimismo algunas cepas pueden producir infecciones del tracto urinario,

de heridas y entéricas, pudiendo ocasionar septicemia y meningitis.

Su presencia en un producto de uso o consumo humano puede ocurrir
debido a la presencia de contaminacién fecal en especial en productos de

consumo oral y en materias primas de origen natural®.

2.2.3.2 Agente fungicida:
2.2.3.2.1 Candida albicans

Es un hongo diploide asexual (forma de levadura), saprofito de la familia
de los Sacaromicetos. Habita en la flora intestinal del hombre, produce
candidiasis superficial o sistémica en personas debilitadas, en recién

nacidos y en ancianos con sistema inmunolégico deficiente.

Los hongos sapréfitos oportunistas, tanto mohos como levaduras, pueden
producir alergias y micosis secundarias comportandose como verdaderos

patdgenos®.

2.2.3.3 Agente esporicida:
2.2.3.3.1 Bacillus subtilis

Es una bacteria Gram-positiva aerobia que tiene una forma bacilar no
patogena. Habita generalmente en los suelos. Tiene la capacidad de
formar endosporas altamente resistentes a factores ambientales como
calor, &cido y sal mediante el proceso de esporulacion, por lo tanto
implica la proteccidn del genoma bacteriano en un lugar seguro hasta que

los factores ambientales mejoren y pueda volver a su estado vegetativo®.

224 Limpiezay desinfeccion en el laboratorio de la Industria Farmacéutica

El objetivo de los procedimientos de limpieza y desinfeccion en el laboratorio de la
industria farmacéutica es eliminar o disminuir la carga microbiana presente en los

equipos, superficies y ambientes en donde son llevados a cabo los diferentes
17



225

procesos de elaboracion.

Un descuido en la limpieza tiene como consecuencia la proliferacion de
microorganismo y/o presencia de particulas. Siendo el principal factor de
contaminacion el personal, el aire y los elementos e instalaciones utilizados durante

el proceso de elaboracion®.

La desinfeccidn es un proceso selectivo que se ha empleado para destruir o inactivar
a los organismos patdgenos, especialmente a las bacterias de origen entérico. La
desinfeccion efectiva requiere control y monitoreo en todas las etapas del proceso.
Hoy en dia existen una gran variedad de productos toxicos para matar a los
microorganismos y controlar su desarrollo. Se busca que éstos sean lo mas toxicos
para los microorganismos, pero con efecto nocivo minimo para el hombre, los

animales y las plantas®.

Caracteristicas de un desinfectante ideal en un laboratorio de la industria

farmacéutica?:

. Debe ser soluble en agua.

. Amplio espectro de actividad.

. Estable: tiempo prolongado de vida util.

. No debe reaccionar con materia organica ni inactivarse en presencia de ella.
. Escasa o0 nula toxicidad para el ser humano.

. Accidn répida.

. Capacidad de penetracion.

. Accion residual.

. Compatible con todos los materiales.

. Disponibilidad y buena relacion costo-riesgo-beneficio.

. No debe afectar al medio ambiente.

18



226 Factores que afectan la potencia de los desinfectantes

2.2.6.1

2.2.6.2

2.2.6.3

2.2.6.4

pH

Afecta tanto la carga superficial neta de la bacteria como el grado de
ionizacion del agente. En general, las formas ionizadas de los agentes
disociables pasan mejor a través de las membranas bioldgicas y por lo tanto

son mas efectivos.

Los agentes anidnicos suelen ser mas efectivos a pH acidos; los agentes
catidnicos muestran mas eficacia a pH alcalinos®®.

Temperatura

Normalmente, al aumentar la temperatura se lograra aumentar la potencia de
los desinfectantes. Para muchos agentes el aumento en 10°C supone duplicar

la tasa de muerte®.

Naturaleza del microorganismo y otros factores asociados a la poblacion

microbiana

Segun la especie, fase de cultivo, presencia de capsula o de esporas y numero

de microorganismos se lograra afectar la potencia.

El Mycobacterium tuberculosis suele resistir a los hipocloritos mejor que
otras bacterias. La presencia de capsula o esporas suelen conferir mas

resistencial®.

Presencia de materiales extrafios

La presencia de materia organica como sangre, suero o pus afecta
negativamente la potencia de los antisépticos y desinfectantes de tipo
oxidantes, como los hipocloritos y de tipo desnaturalizante de proteinas, hasta
el punto de hacerlos inactivos en cuanto a su poder desinfectante y/o

esterilizante'®,
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2.2.6.5 Mecanismos de accidn de los desinfectantes

Los mecanismos de accion antibacterianos de los desinfectantes y su eficacia

dependen de tres mecanismos basicos:
d Capacidad de coagular y precipitar proteinas

b) Alterar las caracteristicas de permeabilidad celular y

¢ Toxicidad o envenenamiento de los sistemas enzimaticos de las bacterias,
que a su vez dependen del grupo quimico. Estos pueden producir la muerte o
inhibicion celular de las bacterias por oxidacién, hidrolisis o inactivacién de

enzimas, con pérdida de los constituyentes celulares?.

2.3 Formulacion de hipotesis
2.3.1 Hipotesis general

e EI Acido Peracético es eficaz frente a microorganismos a concentraciones de
0.6, 1.2y 1.8 % en el area de envasado de formas farmacéuticas estériles en un
Laboratorio de Industria Farmacéutica.

e EI Acido Peracético es eficaz frente a microorganismos en tiempos de contacto
de 5 min, 10 min y 15 min en el area de envasado de formas farmacéuticas

estériles en un Laboratorio de Industria Farmacéutica

2.3.2 Hipotesis nulas

« El Acido Peracético no sera eficaz a concentraciones de 0.6%, 1.2% y 1.8% en
el area de envasado de formas farmaceuticas estériles en un Laboratorio de
Industria Farmacéutica.

« El Acido Peracético no sera eficaz frente a microorganismos en tiempos de
contacto de 5 min, 10 min y 15 min en el area de envasado de formas

farmacéuticas estériles en un Laboratorio de Industria Farmacéutica.
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CAPITULO I1l: METODOLOGIA

31

3.2

3.3

3.4

35

Metodologia de la investigacion: Deductiva, analitica.

Para evaluar la eficacia del desinfectante Acido Peracético a diferentes
concentraciones y tiempo de contacto en un laboratorio de Industria Farmacéutica se

utilizara el método: De dilucion- neutralizacién.?

Para realizar el muestreo microbioldgico del “area estéril de envasado 2” in situ de
formas farmacéuticas, se utilizara el método de hisopado y método por placas de

contacto.

Asimismo, para demostrar la eficacia del Acido Peracético frente a microorganismos
a concentraciones de 0.6, 1.2 y 1.8 % y a tiempos de contacto de 5 min, 10 miny 15

min se realizé los métodos estadisticos de Kolmogorov-Smirnov y Kruskal-Wallis.

Enfoque investigativo

El enfoque es de tipo Cuantitativo?’.
Tipo de investigacion
Nuestra investigacion es de tipo aplicada.

Disefio de la investigacion

Experimental: experimental puro u observacional: transversal?’.

Poblacion, muestra muestreo
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Poblacion: Produccion de un laboratorio farmacéutico. Muestra: Area de formas

farmacéuticas Inyectables estériles.

3.6 Variables y Operacionalizacion Variable dependiente
e Eficacia: Capacidad de lograr el efecto que se desea o se espera.
Variables independientes:

e Concentracion: Es el porcentaje del desinfectante que se empleara en la
desinfeccion de superficies.

e Tiempo: Magnitud fisica que nos permite establecer un tiempo de contacto con el

desinfectante en el cual empleamos el tiempo en minutos.

3.7 Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

3.7.1 Técnica:
in vitro:
3.7.1.1 vertido en placas
in situ:
3.7.1.2 Placas de contacto
3.7.1.3 Hisopado

3.7.2 Descripcion

Para determinar a eficacia del desinfectante se emple6 el método de dilucion -
neutralizacion segun las normas: ESPANOLA UNE-EN 1276:2010; ESPANOLA
UNE-EN 1650:2008+A1 y ESPANOLA UNE-EN 13704.

Después de determinar la eficacia del Acido Peracético bajo condiciones del
laboratorio se procedio a realizar las pruebas de desinfeccién in situ bajo la norma
USP-42 NF.

3.7.3 Confiabilidad
22



Para garantizar la confiabilidad del método de dilucion- neutralizacion se empled
la tabla de Determinacion de eficacia del Acido Peracético (Tabla 4)

Al finalizar la evaluacion de eficacia del Acido Peracético, se concluyd con las
pruebas realizadas al &rea estéril de envasado de soluciones inyectables de un
laboratorio de industria farmacéutica y sus equipos, conocido como ensayo in situ
para lo cual se empled el Reporte de Control Microbiolégico de Superficies (R-CC-
133) y el Reporte de Control Microbiol6gico de Equipos (R-CC-057), registros
utilizados durante los 15 dias de muestreo; Demostrando asi la confiabilidad del

estudio.

3.8 Procesamiento y andlisis de datos

3.8.1. Preparacion del Acido Peracético:

Se preparara la solucion del acido Peracético, con agua para inyeccion y alcohol

isopropilico en las siguientes concentraciones:

« 0,6% (40 mL de ACIDO PERACETICO 15% + 951,40 mL de agua para
inyeccion y 8.6 mL Alcohol Isopropilico 70%).

« 1,2% (80 mL de ACIDO PERACETICO 15% + 902.86 mL de agua para
inyeccion y 17.14 mL Alcohol Isopropilico 70%).

« 1,8% (120 mL de ACIDO PERACETICO + 854,29 mL de agua para inyeccion
y 25.71 mL Alcohol Isopropilico 70%).

3.8.2. Evaluacion de la eficacia del desinfectante
3.8.2.1 Meétodo de dilucién — neutralizacién in vitro para Pseudomonas aeruginosa
ATCC 15442, Escherichia coli ATCC 10536, Staphylococcus aureus ATCC

6538 en el area de microbiologia®.

Condiciones experimentales

Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442
Suspension de ensayo “N” Escherichia coli ATCC 10536
Staphylococcus aureus ATCC 6538
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Sustancia interfiriente Albumina bovina a 3g/L

Solucion de ensayo del

producto Acido Peracético 0.6%, 1.2% y 1.8%

Neutralizador Tween 80

Ensayo “Na” — determinacion de las concentraciones bactericidas

d) Se prepardé 3 tubos de ensayo para Pseudomonas aeruginosa, 3 tubos de
ensayo para Escherichia coli y 3 tubos de ensayo para Staphylococcus aureus.
Se pre mezclé por 2 min los 9 tubos de ensayo conteniendo 1mL de albumina
bovina 3% + 1ml de la suspension de ensayo “N” (para cada microorganismo)
y se coloco en bafio maria de 0°C, luego se adiciono a los 3 primeros tubos de
ensayo 8mL de Peracético al 0,6% por un tiempo de contacto de 5 min, 10 min
y 15 min; a los siguientes 3 tubos se adicion6 Acido Peracético al 1,2% por un
tiempo de contacto 5 min, 10 min y 15 min; a los 3 tltimos se adiciono Acido
Peracético al 1,8 % por un tiempo de contacto de 5 min, 10 min y 15 min

respectivamente.

b) Preparar 9 tubos de ensayo con la mezcla de ensayo “Na” mas neutralizador:
Se agrego a los 9 tubos de ensayo 8mL de neutralizador Tween 80 + 1mL de
agua y 1mL de cada una de las mezclas (del punto a) y se llevd a bafio maria

de 20 °C a un tiempo de neutralizacion de 5 min.

¢) Incubacién por duplicado de para Pseudomonas aeruginosa, Escherichia

coli y Staphylococcus aureus:

Se agreg6 1mL de la mezcla de cada uno de los 9 tubos (del punto b) en 2
placas petri se adiciono 20mL de Agar tripticasa de soya (TSA), se dejé
solidificar y se llevd a incubacion a 36 °C +1,0 °C por 24 horas. La incubacién

se realiz6 por duplicado para cada microorganismo.
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Flujograma del método de dilucion — Neutralizacion para Pseudomonas aeruginosa, Escherichia

Incubar

T:36°C
Tiempo de incubacién: 24 h

Fuente: “Modificado de la Norma espafiola UNE-EN 1276:2010. Antisépticos y desinfectantes quimicos”.



3.8.2.2 Método de dilucién - neutralizacion in vitro para Candida albicans ATCC
10231 en el area de microbiologia®.

Condiciones experimentales

Suspensioén de ensayo “N” Candida albicans ATCC 10231
Sustancia interfiriente Albumina bovina a 3%

ACi At 0 0
Solucion de ensayo del producto '16‘;'0900 Peracetico 0.6%, 1.2%y
Neutralizador Tween 80

a) Se preparé 3 tubos de ensayo para Candida albicans ATCC 10231

Se pre mezcl6 por 2 min en 9 tubos de ensayo 1mL de albumina bovina 3%
+ 1ml de la suspension de ensayo “N” para Candida albicans y se coloco en
bafio maria a 0°C, luego se adiciono al primer tubo 8mL de Acido Peracético
al 0,6% por un tiempo de contacto de 5 min, 10 min y 15 min; a los siguientes
3 tubos se adiciond Acido Peracético al 1,2% por un tiempo de contacto 5
min, 10 min y 15 min; a los 3 tltimos se adiciono Acido Peracético al 1,8 %
por un tiempo de contacto de 5 min, 10 min y 15 min respectivamente.

b) Preparar 9 tubos de ensayo con la mezcla de ensayo “Na” mas
neutralizador:

Se agrego a los 9 tubos de ensayo 8mL de neutralizador Tween 80 + 1mL de
agua y 1mL de cada una de las mezclas (del punto a) y se llevo a bafio maria

de 20 °C a un tiempo de neutralizacion de 5 min.
0 Incubacién de la mezcla por duplicado:

Se agreg6 1mL de cada uno de los 9 tubos en 2 placas petri, se adiciono 20mL
de Agar extracto de malta (MEA) + 1ml de la mezcla (del punto b) y se llevd
a incubacion a 30 °C +1,0 °C por 48 horas. Se realiz6 la incubacion por

duplicado para cada microorganismo.
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Figura 3: Flujograma del método de dilucion — Neutralizacion para Candida albicans con Acido Peracético
0,6%, 1,2% y 1,8%

{
) 4
Tiempo de contacto A\
Placas con medio MEA (20mL)
5min 10min 15 min 7
8m @ @ : ImL @ @ @ 5min @ @ Incubar
¢:>¢:> ¢:> ‘ : T: 30°C
@ @ 1mL 10 min @ @ Tiempo de incubacién: 48 h
1m 2 min tiempo de
premezclado
im rfl . 15 min
T S~ N S~
s —_ ~——
—_ ~~—
T ~— ™ 20°C

0°C

Fuente: “Modificado de la Norma espafiola UNE-EN 1650:2008+A1. Antisépticos y desinfectantes quimicos”.
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3.8.2.3 Método de dilucion - neutralizacion in vitro para Bacillus subtilis ATCC 6633

en el area de microbiologia®.

Condiciones experimentales

Suspensioén de ensayo “N” Bacillus subtilis ATCC 6633
Sustancia interfiriente Albumina bovina a 3%

ACi Ati 0 0
Solucion de ensayo del producto '16‘;'0900 Peracetico 0.6%, 1.2%y
Neutralizador Tween 80

a) Se prepard 3 tubos de ensayo para Bacillus subtilis ATCC 6633

Se pre mezcld por 2 min en 9 tubos de ensayo 1mL de albumina bovina 3% +
ImL de la suspension de ensayo “N” para Bacillus subtilis y se coloco en bafio
maria a 0°C, luego se adiciono a los 3 primeros tubos de ensayo 8 mL de Acido
Peracético al 0,6% por un tiempo de contacto de 5 min, 10 min y 15 min; a los
siguientes 3 tubos de ensayo se adicion6 Acido Peracético al 1,2% por un
tiempo de contacto 5 min, 10 min y 15 min; y a los 3 tubos de ensayo Gltimos
se adiciono Acido Peracético al 1,8 % por un tiempo de contacto de 5 min, 10

min y 15 min respectivamente.
b) Preparar 9 tubos de ensayo con la mezcla de ensayo “Na’” mas neutralizador:
Se agreg0 a los 9 tubos de ensayo 8 mL de neutralizador Tween 80 + 1mL de

agua y 1mL de cada una de las mezclas (del punto a) y se llevd a bafio maria

de 20 °C a un tiempo de neutralizacion de 5 min.

¢)Incubacion de la mezcla por duplicado:

Se agregdé 1mL de cada uno de los tubos de ensayo (del punto b) en 2 placas
petri, se adiciono 20 mL de TSA, se dejo solidificar y se llevo a incubacion 30
°C +1,0 °C por 72 horas.
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Figura 4: Flujograma del método de dilucion — Neutralizacion para Bacillus subtilis con Acido Peracético 0,6%, 1,2% y 1,8%
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@ Suspension de ensayo del producto
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Fuente: Modificado de la Norma espafiola UNE-EN13704. Desinfectantes quimicos.

Agua purificada
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3.8.2.4 Andlisis de la informacion:

Se realizd el recuento de microorganismos y se determind el numero de
unidades formadoras de colonias (ufc) para cada placa, se registrd “>330” para
el recuento de Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Staphylococcus
aureus y Bacillus subtilis superior a 330 ufc, “>165" para el recuento Candida

albicans superior a 165 ufc y 0 para aquellas placas que no presentaron ufc.

3.8.3 Muestreo microbioldgico del “area estéril de envasado 2” in situ de formas

farmacéuticas estériles

3.8.3.1 Ensayos en superficies

Al finalizar la evaluacion de la eficacia del desinfectante bajo condiciones de
un laboratorio de microbiologia de la industria farmacéutica, se concluye con
pruebas realizadas en el “drea estéril de envasado 2” y el equipo que seran
desinfectados rutinariamente, cuyas pruebas son conocidas como ensayos in

situ. Figura 2.

3.8.3.2 Método de Placas de contacto:

e Se rotul6 las placas con contenido de TSA (20mL) con el nombre de la

superficie a muestrear y la fecha de muestreo.

e Se retird la cubierta de cada placa, se deslizd sobre las superficies a
muestrear (piso, pared, mesa de trabajo y pack) y se procedio a tapar la

placa.

e Se limpio la superficie muestreada con un parfio blanco libre de pelusas y

alcohol etilico al 70%.

e Se colocé las placas dentro de una bandeja cerrada cubierta con bolsa de

plastico y se trasladd hacia el area de microbiologia.
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3.8.3.3 Método de Placas de contacto:

e Se incubo las placas en posicion invertida en la incubadora MEMMER
IM-221, a una temperatura de 30°C a 35°C durante un periodo de 48 a 72
horas.

e Transcurrido el tiempo de incubacion se realizd el conteo de los

microorganismaos.

e Los resultados se reportan en el formato R-CC-133 Reporte de Control
Microbioldgico de superficies. Tabla 2

3.8.3.4 Método de hisopado

e Se prepararon 4 tubos de ensayo con 5mL de TSA

e  Se rotularon con el nombre de la superficie del equipo (tolva, dosificador,
taponado y sellado) a muestrear y fecha de muestreo.

e Se frotd un hisopo estéril previamente humedecido con la solucién esteril
de cloruro de sodio al 0,9% aproximadamente 25 cm2 sobre la tolva,
dosificador, bandeja y control de goteo de la maquina de envasado de
jeringas pre llenadas (Figura 4) de forma horizontal luego vertical y
finalmente oblicuamente con la finalidad de cubrir toda la zona a

muestrear.

e Se coloco el hisopo dentro del tubo que contenia 5 mL de TSA por cada

zona muestreada.

e Se limpié completamente la zona muestreada con un pafio blanco libre de

pelusas y alcohol etilico al 70%

e Se coloco los 4 tubos en una gradilla cubriéndolos con una bolsa de

plastico para trasladarlos al area de Microbiologia y ser procesados:
e Seagitaron los 4 tubos conteniendo los hisopos.
e Serotuld 2 placas petri estéril por cada muestra con la fecha y nombre de
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la zona muestreada.

A cada una de las placas se agregd de 20 mL de TSAy a la otra placa agar
Sabouraud dextrosa 4% (AS) ambos fundidos y mantenidos

aproximadamente a 45°C.
A cada una de las placas se afiadié 1 mL de las muestras tomadas.

Se homogenizd con movimientos rotatorios la placa conteniendo el TSA'y
AS mas la muestra, dejandose en reposo al medio ambiente hasta que se

solidifico.

3.8.3.5 Periodo de Incubacion

Las placas contenidas de TSA se llevaron a incubacion en posicion
invertida a una temperatura de 30°C a 35°C por 48 a 72 horas

Las placas contenidas de AS 4% se llevaron a incubacion invertida a una
temperatura de 20 °C a 25°C por 5 a 7 dias.

Transcurrido el tiempo de incubacion, se realizd el conteo de

microorganismos aerobios, hongos y levaduras.

Los resultados se reportan como ufc/25cm? en el formato Reporte de

control microbiologico de equipos. Tabla 3

Se informa al area correspondiente.
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Tabla 02: Resumen Final de los Reportes de Control Microbioldgico de Superficies

RESULTADOS
ANO: 2020 MES: SEPTIEMBRE
Fechas de Recuento Total de
muestreo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 Microorganismos
aerobios, hongos y

Superficies Miroorganismos aerobios UFC/Placas levaduras UFC/Placa

Piso <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1

Pared <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1

Mesa <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1

Pack <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1
Superficies Hongos y Levaduras UFC/Placas

Piso <l <I <1 <1 <l <1 <I <1 <1 <I <I <1l <1 <1 <l <1

Pared <l <I <1 <1 <l <1 <I <1 <1 <I <I <1l <1 <1 <l <1

Mesa <l <I <1 <1 <I <1 <I <1 <1 <I <I <1l <1 <1 <l <1

Pack <l <I <1 <1 <I <1 <I <1 <1 <I <I <1l <1 <1 <l <1
Conclusién X CONFORME NO CONFORME

El resumen final es realizado en base a los 15 reportes realizados durante las fechas de muestreo del 1 al 15 de septiembre en el area in situ.
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ANO: 2020

Fechas de
muestreo

Zona
Tolva

Dosificador
Bandeja

Control
goteo
Zona
Tolva

Dosificador

Bandeja

Control
goteo

Conclusién

<1
<1
<1

<1

<1
<1
<1

<1

<1
<1
<1

<1

<1
<1
<1

<1

Tabla 03: Resumen Final de los Reportes de Control Microbioldgico de equipo

<1
<1
<1

<1

<1
<1
<1

<1

<1
<1
<1

<1

<1
<1
<1

<1

RESULTADOS
MES: SEPTIEMBRE

10

11

12

Miroorganismos aerobios UFC/Placas

<1
<1
<1

<1

<1
<1
<1

<1

<1 <1 <1 <1
<1 <1 <1 <1
<1 <1 <1 <1
<1 <1 <1 <1
<]l <1 <1 <1
<]l <1 <1 <1
<l <1 <1 <1
<l <1 <1 <1
CONFORME

<1
<1
<1

<1

<1
<1
<1

<1

<1
<1
<1

<1

<1
<1
<1

<1

<1
<1
<1

<1

<1
<1
<1

<1

13

<1
<1
<1

<1

<1
<1
<1

<1

14

<1
<1
<1

<1

Hongos y Levaduras UFC/Placas

<1
<1
<1

<1

15

<1
<1
<1

<1

<1
<1
<1

<1

Recuento Total de

Microorganismos

aerobios, hongos y
levaduras UFC/Placa

<1
<1
<1

<1

<1
<1
<1
<1

NO CONFORME

El resumen final es realizado en base a los 15 reportes realizados durante las fechas de muestreo del 1 al 15 de septiembre en el area in situ.
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3.8.4 Limpieza y Desinfeccion del “area estéril de envasado 2”
3.8.4.1 Limpieza del “area estéril de envasado 2”

e Con ayuda de una escoba se barrié cuidadosamente el piso colocando los
residuos dentro de una bolsa plastica cerrandola y retirandola del “area
estéril de envasado 2”

e Se realizd la limpieza de los techos, paredes, rejillas, ventanas, y puertas
utilizando un limpiador de vidrios.

e Con la ayuda de un pafio blanco libre de pelusas y un balde de acero
inoxidable con agua WFI se limpi6 el flujo laminar cortina por cortina en
una sola direccién de arriba hacia abajo, a fin de limpiar completamente.

e Se limpid los muebles y la parte externa de las laminarias a fin de acceder
a las zonas de dificil acceso, con ayuda de un pafio blanco libre de pelusa
humedecido con agua WFI a temperatura ambiente, asegurandose de
renovar constantemente el agua y cambiando el pafio blanco libre de
pelusa.

e Se limpio el piso, con ayuda de un pafio amarillo libre de pelusas
humedecido con agua WFI, asegurandose de renovar constantemente el

agua y cambiando el pafio amarillo libre de pelusas®. Figura 5
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Figura 5: Limpieza del “area estéril de envasado 2”
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Fuente: Elaboracion Propia.
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3.8.4.2 Desinfeccion via aérea del “area estéril de envasado 2”

e Al finalizar la limpieza del “area estéril de envasado 2”, el técnico
encargado del envasado, programo el equipo de desinfeccion aérea
Nouvair ®.

e La desinfeccion del “area estéril de envasado 27, se realiz6 con la ayuda
de un microdifusor molecular y neumatico Nouvair ® el cual permitié una
desinfeccion terminal de todas las superficies, superando las limitaciones
del contacto directo, basdndose en la microdifusion donde el aire actla de
vector de transmision de un aerosol biocida y es emitido por medio de un
microdifusor, que permitio la difusion y propagacion del Acido Peracético
de forma fragmentada y uniforme en todo el “area estéril de envasado 2”.

e Nouvair ® debido a su microdifusion, ligereza y tamafio de particulas
emitidas permanecen en el aire por mucho méas tiempo llegando a
expandirse homogéneamente en todo el “area estéril de envasado 27,
logrando asi una desinfeccion de todas las superficies.

e Nouvair ® es un aerosol seco el cual permite no secar una vez terminado
el proceso de desinfeccién. Las microgotas generadas por microdifusion,
es suficientemente elevada, como para resistir el impacto de su caida sobre
las superficies manteniendo su integridad sin reventar y por lo tanto sin
verter su contenido. Figura 6

e Latoma de la muestra se llevé a cabo 15 min. antes de finalizar el proceso

de envasado.
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Figura 6: Sistema de aeronebulizacion neumética Nouvair ®

En la parte posterior del equipo se
coloco el recipiente conteniendo
2 100 L de Acido Peracético.

Se conecto el equipo a una fuente
de energia eléctrica y se prende.

Se programo el equipo en modo
automatico.

Inicio de manera automatica el
ciclo previamente programado
hasta su finalizacion.

Fuente: Informe cientifico. Desinfectante de superficies por via aérea con el sistema de
aeronebulizacion automatica Nouvair®.
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Figura 7: Plano del “area estéril de envasado 2”
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Fuente: Elaboracién Propia.
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3.9 Analisis estadistico

El andlisis estadistico se realizara en el software SPSS V26, el cual permite realizar

diferentes analisis.

Para esta investigacion, inicialmente se ingresan los datos al SPSS, y para corroborar
que la data ingresada es la correcta se realiza un cuadro o tabla de contingencia, el cual

contiene cada dato registrado en el ensayo.

3.10 Aspectos éticos:

Se trabajo con formatos de Reporte de Control Microbioldgico de Superficies (R- CC-
133) y el Reporte de Control Microbioldgico de Equipos (R-CC-057) obtenidos durante
proceso de ensayo en un Laboratorio de Industria Farmacéutica. No existieron
problemas éticos ni morales. La informacion extraida fue empleada especificamente
para la elaboracion del presente estudio, manteniendo sobre todo la confidencialidad y

el anonimato para el laboratorio.
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Figura 8: Partes fijas de la llenadora de jeringas Cozzoli-ubicada en el “area estéril de envasado 2”.

Control de goteo

Guarda de
motor y

Soporte ge ajugas

; apagado de emergencia

Pistones

reductor Botones de prendido y

1
Sensor de inicio de
llenado

Bandeja de
traslado

1'.;

L l““\ ‘

Sensor de fin de llenado

Fuente: Elaboracion Propia.
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CAPITULO IV: PRESENTACION Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS

4.1 Resultados

4.1.1 Andlisis descriptivo de los resultados

Las condiciones experimentales establecidas por la norma para Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli, Staphylococcus aureus Candida albicans y Bacillus
subtilis en el método de ensayo dilucion — neutralizacion no presentaron
modificaciones, se mantuvo la temperatura obligatoria 0°C a 20°C, tiempo de contacto
obligatorio de 15 min a excepcion del tiempo de contacto adicional de 30 o 60 min,
que fue omitido ya que las especificaciones del producto sugieren tiempo de contacto
corto para ejercer su accion bactericida, fungicida y esporicida por lo que se
establecieron los tiempos de contactos 5 min, 10 min y 15 min. Luego de un ensayo
preliminar se mostré que el Acido Peracético ejerce una accion bactericida, fungicida
y esporicida a tiempos de contactos de 10 min y 15 min a concentraciones de 1,2% y

5 min, 10 miny 15 min a concentracion de 1,8%.
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Figura 9: Condiciones experimentales
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Fuente: Elaboracion propia

Para el método de ensayo dilucion — neutralizacién se consider6 los resultados de la

suspension bactericida equivalente a 3x10” ufc/mL para cada organismo de ensayo.

En el método de dilucion — neutralizacién los datos experimentales se notifican como valores
Vc el cual es el numero de ufc contadas por 1,0 mL de la muestra. Luego de enfrentar a cada
una de las suspensiones de ensayo (microorganismos) con el Acido Peracético a una
concentracion de 0,6%, 1,2% y 1,8% por un tiempo de contacto de 5 min, 10 min y 15 min.
Cada microorganismo tuvo respuestas diferentes. En los casos de Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Bacillus subtilis presento crecimiento >330
ufc/mL el cual es el limite maximo establecido por la normay por lo que podemos determinar
que no presentaron eficacia a los tiempos de contacto 5 min, 10 min y 15 min con el Acido

Peracético a una concentracion de 0,6%.

Para Candida albicans también presentd crecimiento >165 ufc/mL limite maximo permitido
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por la norma a un tiempo de contacto de 5 min, 10 min y 15 min con el Acido Peracético a

una concentracion de 0,6%.

La diferencia se dio con el Acido Peracético a una concentracion de 1,2% donde present6
crecimiento >330 ufc/mL solo a un tiempo de contacto de 5 min a diferencia de un tiempo
de contacto de 10 min y 15 min donde hubo ausencia de crecimiento.

El Acido Peracético a una concentracion de 1,8% no presentd crecimiento a un tiempo de

contacto los 5 min, 10 min y 15 min. Tabla 4
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Tabla 4: Informe final de la prueba de eficacia del Acido Peracetico.

Determinacion de Determinacion de Valores Determinacion de

Microorganismos

Escherichia Pseudomonas

Staphylococcus
aureus

aeruginosa

coli

- Valores Vc - Vc . Valores Vc
() v o v o
] ]
e s 5 10 10 15 15 Ec & 5 5 10 10 15 15 £2 & 5 5 10 10 15
2 £ min min/ min mi mi mi g 2 £ min min min  min  min  min 2 £ min min/ min  min mi
g..g / 36C [/ n/ nf nf angqg / / / / / /300 wE & [/ 3rc [ BT o/
gz 36° 3° 36" 36° 36° 8§ 30° 300 300 30° 300 C &g 3 377 ¢ 37
S35 C c ¢ ¢ ¢ gss c ¢ ¢ ¢ ¢ Sed ¢ C C
= ]
o 1 2 1 2 1 2 o 1 2 1 2 1 2 o 1 2 1 2 1
0.6% >33 >33 >33 >330 >33 >33 06% >16 >16 >16 >16 >16 >1 0.6% >33 >33 >33 >33 >33
0 0 0 0 0 5 5 5 5 5 6 = 0 0 0 0 0
3 >3
12% >33 >33 0 0 0 0 T12% >16 >16 O 0 0 0 012% >33 >33 0 0 0
0o O S 5 5 = 0 0
1,8% 0 0 0 0 0 0 1,8% 0 0 0 0 0 0 S18% 0 0 0 0 0
06% >33 >33 >33 >330 >33 >33
0 0 0 0 0
1,2% >33 >33 0 0 0 0
0 o0
1,8% 0 0 0 0 0 0
0,6% >33 >33 >33 >330 >33 >33
0 o0 0 0 0
1,2% >33 >33 0 0 0 0
0 o0
1,8% 0 0 0 0 0 0

En el recuento de placas se determiné que el Acido Peracético al 1,2% es efectivo a los 10 min y 15 min de tiempo de

contacto y a una concentracion de 1,8% es efectivo a los 5 min, 10 min y 15 min de tiempo de contacto.
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En la evaluacién de desinfeccion in situ bajo la norma USP-42 NF se evalu6 el Control
Microbioldgico de superficies y equipos del “area estéril de envasado 2”, después de haber
culminado con el proceso de envasado de soluciones inyectables.

Los resultados luego de realizar la incubacion para microorganismos por el método de placas
de contacto en superficies nos mostraron un resultado menor a 1 ufc/placa de
microorganismos aerobios, hongos y levaduras por lo cual determinar la usencia de
microorganismos.

En el Control Microbiologico de equipos del “area estéril de envasado 2, luego de la
incubacién por el método de hisopado en equipos se mostraron resultados menores a 1 ufc/25
cm? lo que determina ausencia de microrganismos en las zonas de los equipos, al culminar
con el proceso de envasado.

Los resultados obtenidos se muestran en los resimenes del Registro de Control
Microbiologico de Equipos R-CC-057 y Reporte de Control Microbioldgico de Superficies
R-CC-133.

Resultados del analisis estadistico

Tabla 5: Tabla de contingencia segun el tipo de microorganismo — tiempo de contacto y

concentracion del producto

Muestra
Ve vCc2 vC3 vCa vC5 VC6 vCT vCs vCe vC10
Recuento  Recuento Recuento Recuento Recuento Recuento  Recuento  Recuento Recuento  Recuento
Tipo de Candida Tiempode 5 Concentracion 06 660 600 599 598 598 810 615 598 813 599
microorganismo  albicans contacto minutos  del producto o B - o o = B B o o
1.8 0 8] Q 0 8] 0 0 *] 0 0
10 Concentracion 06 520 515 512 518 500 509 510 509 507 520
minutos  del procucto p A 3 - 5 i . P | 5
1 0 0 ) 0 0 0 0 0 0 0
15 Concentracién 0.6 400 450 399 389 400 401 398 399 401 400
minutos  del producto |2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1 0 0
Bacillus subfilis  Tiempode & Concentracion 0 0 0 35 332 ] 1 0
contacto minutos  delproducto > T T30 > 758 0 > 2 54 55
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
10 Concentracién - 06 78 a5 77 85 75 80 87 85 78 86
minutos  del producto - , s o 0 o ,
16 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
15 Concentracién 0.6 10 12 9 10 16 10 9 8 9 12
minutos  del producto i . , : s o X s | , 3
1 0 0 o 0 0 0 0 0 0 0
Escherichia coli  Tiempode 5 Concentracién 0.6 370 655 500 = 549 89 604 22
contacto minutos  del prodiucto 5 50 200 310 21 208 210 152 148 ] 159
1 0 ) 0 ) 0 ) 0 0 0 )
10 Ce 0 600 0 590 408 16 599 598 599 ]
minutos  de 3 5 , o 1 o 0 2
16 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
15 Concentracién = 06 400 155 180 468 450 189 459 169 189 486
minutos  del producto . o o o o B o o B o
] 0 o 0 0 0 ) 0 0
Staphylococeus  Tiempo de 5 Concentracion 0.6 600 610 605 G01 608 603 590 601 590 )
aureus contacto ninutos  del producto | . o 5 , o . h o
| 0 0 ) 0 ) 0 0 0 0 0
10 Concentracién 0.6 125 110 115 120 126 128 125 120 129 120
minutos  del producto o o o 5 o , , = B ,
d 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
15 Concentracion 06 79 85 98 99 100 96 98 as 92 95
minutos  del producto e - - o E
1 0 0 Q 0 0 0 0 0 0 0
onas  Tiempode 5 Concentracion 06 682 675 800 649 549 589 600 503 599 508
contacto minutos  del producto . - . o 0 X o 0 o0 . i oo
] 0 0 0 0 ) 0 0 0 0 0
10 Concentracion 0 00 0 99 498 96 00 20 0
minutos  del producto | 0 d ] ] 0 0 {
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
15 Concentracion 06 400 1 150 | 00 14 10 10 400
minutos  del producto ; 5 5 5 s 5 5 5 5 5
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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A simple vista se puede decir que los valores mas altos en cuanto a cantidad de
microorganismo se encuentran a un tiempo de contacto de 5 min. y a una

concentracion del 0.6% del producto.

Para poder verificar lo mencionado anteriormente se realiza un analisis descriptivo

donde se obtendra resultados como: media, desviacion, varianza, etc.

Tabla 6: Estadisticos descriptivos segun el tipo de microorganismo — tiempo de contacto y

concentracion del producto

Resultado obtenido
Error
estandar de Desviacion
Recuento  Media la media Mediana = Minimo = Maximo estandar Varianza
Tipo de Candida Tiempode & Concentracion 08 10 608,80 610 59950 59600 660,00 19,28 371,73
microorganismo albicans contacto minutos  del producto 10 2590 102 2600 2100 3000 325 1054
15 0 00 00 00 a0 00 00 00
10 Concentracion 06 10 512,00 201 51100 50000 52000 636 4044
minutos - def producto 0 130 a7 1,00 00 400 149 2,23
0 0o 00 00 a0 0o 00 0o
15 Concentracion 06 10 403,70 526 40000 26900 450,00 1664 276,90
mintos - del producto 000 00 00 00 00 00 00
0 00 00 00 00 00 00 00
Bacillus subtilis ~ Tiempode 5 Concentracion 0.6 10 33340 1,02 33300 33000 238,00 2,24 1049
contacto mindtos - del producte 7y 5 10 128,80 353 12650 11500 15500 A8 124,93
0 00 00 00 00 00 00 00
10 Concentracion 06 10 8260 193 8250 7500 9500 610 3718
minutos - def producta 7y 5 10 1250 96 1250 700 17,00 3,10 9,61
0 00 00 00 00 00 00 00
15 Concentracion 06 0 1040 65 1000 800 1500 207 401
minutes - defproducto 7y 0 50 22 00 00 200 7 50
0 00 00 00 00 00 00 00
Escherichia coli Tiempode 5 Concentracion 06 0 614,60 1130 80550 §4900 670,00 3574 127717
contacto minutes - del producto Ty 0 180,50 945 17950 14800 215,00 2087 89328
0 00 00 00 00 00 00 00
10 Concentracion 06 10 59140 1179 59850 49800 650,00 3727 138892
minutos - def producto 0 150 0 50 00 600 222 404
0 00 00 00 a0 00 00 00
15 Concentracion 06 10 464,50 545 46550 40000 489,00 2672 71408
minutos - def producto 7y 5 0 10 0 00 00 1,00 32 10
0 0o 00 00 a0 0o 00 0o
Staphylococcus  Tiempode 5 Concentracion 06 10 80240 128 601,00 59800 610,00 406 16,49
aureus contacto minutos  del producto 10 360 a1 450 00 700 288 827
5 0 00 00 00 00 00 00 00
10 Concentracion 06 10 12280 205 12500 11000 120,00 643 4196
minutes - del producta 0 150 56 1,00 00 500 1,84 339
5 0 00 00 00 00 00 00 00
15 Concentracion 06 10 9370 213 9550 79,00 100,00 673 4534
minutos - defproducte g 5 0 00 00 00 00 00 00 00
5 0 00 00 00 00 00 00 00
Pseudomonas  Tiempode 5 Concentracion 06 0 61440 1309 80000 54900 682,00 4138 171249
aeruginosa contacte  minutos  del producto 10 18390 907 19450 14500 215,00 2668 | 82254
5 0 00 00 00 00 00 00 00
10 Concentracion 06 10 565,70 1219 59950 49800 650,00 3654 148557
minutes - defproducto 7y 0 180 7 1,00 00 6,00 223 4,99
5 0 00 00 00 00 00 00 00
15 Concentracion 06 10 445320 1643 43000 20000 544,00 5106 260934
minutos - defproducto 5 0 10 0 00 00 100 32 10
0 00 00 00 a0 00 00 00

Interpretacion: Los resultados indican que cuando menor sea el tiempo de contacto y a su
vez menor sea la concentracion del producto, se obtiene una cantidad de microorganismo

mas alta en nuestro estudio.

Sin embargo, cuando el microorganismo en analisis se encuentra a mayor tiempo de contacto
y mayor concentracion del producto, se llega a concluir que pueden tener un resultado de

cero en cuanto a la cantidad de microorganismo.
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A su vez, el tiempo de contacto y concentracion del producto, influyen en el analisis
realizado, dado que cuando estos son los minimos, los resultados que se recogen en el estudio

presenta una mayor variacion con respecto a su media.

Mientras que, cuando el tiempo de contacto y concentracion del producto es mayor, los
resultados son mas constantes (casi todos son cero), por ende, la variacién seria cero. Ya que

todos son similares o idénticos a la media.

Continuando con el andlisis se las graficas respectivas que van a permitir visualizar de

manera sencilla lo mencionado anteriormente.

Figura 10: Grafica de barras del resultado obtenido segun el tiempo de contacto por tipo

de microorganismo
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Interpretacion: La gréafica indica que los cinco tipos de microorganismos en estudio
presentan mayor cantidad cuando el tiempo de contacto es de 5 min. y cuanto mas tiempo
de contacto presente el microorganismo en estudio, menor sera la cantidad a obtener en el
resultado.

De los cinco tipos de microorganismos en estudio, se observa que Escherichia coli y
Pseudomonas aeruginosa presentan mayor cantidad de microorganismos encontrados en el
estudio.

Asi mismo, los tipos de microorganismo Bacillus subtilis y Staphylococcus aureus presentan
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una gran mejora desde cuando el tiempo de contacto es de 10 min., porque se observa una
disminucion en cuanto a cantidad de microorganismos.
En conclusion, mientras méas tiempo de contacto se encuentre el microorganismo en estudio,

se obtendra mejor resultado en el andlisis.

Figura 11: Grafica de barras del resultado obtenido segun la concentracién del producto

por tipo de microorganismo
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Interpretacion: Inicialmente se observa que de los cinco microorganismos en estudio
Escherichia coli presenta un mayor resultado cuando la concentraciéon del producto es de
0.6%.
Sin embargo, cuando la concentracion del producto va aumentando, los resultados de
microorganismos van disminuyendo, es decir, se obtienen resultados positivos cuando la
concentracion va aumentando. Lo dicho antes se puede observar en los siguientes
microorganismos: Candida albicans, Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa, ya que
inicialmente presentan valores mayores de 500 ufc encontrados, mientras que cuando la
concentracion del producto es de 1.2%, la cantidad de microorganismo disminuye de manera
significativa.
Por otro lado, cuando la concentracion del producto es de 1.8%, se observa que la cantidad
de microorganismo es de cero, es decir, no se detectd ningln microorganismo como
resultado en el analisis lo cual es algo positivo para el estudio realizado.
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Para poder realizar las comparaciones en cuanto a los estudios realizados, inicialmente se

realiza la prueba de normalidad de los resultados obtenidos.

Tabla 7: Pruebas de normalidad para cada tipo de microorganismo

Pruebas de normalidad
Tino de Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
microorganismo Estadistico gl Sig.  Estadistico g Sig.
Resutado  Candida albicans 387 90 000 B74 90 000
ODIENId0 s subtls 3% w0 000 60 W 000
Escherichia coli 335 a0 000 125 a0 000
Staphylococcus 341 90 000 519 a0 000
aureus
Pseudomonas 335 a0 000 131 a0 000
aeruginosa
a. Correccién de significacion de Lilliefors

Interpretacion: De los datos obtenidos, como se tiene 90 datos para cada tipo de
microorganismo se aplicara el test de Kolmogorov-Smirnov el cual plantea las siguientes
hipdtesis:

H,: Los datos siguen una distribucion normal

H,: Los datos no siguen una distribucién normal

Como el resultado del Sig. para cada tipo de microorganismo es de menor a 0.05, entonces,
se rechaza la hipotesis nula. Por ende, se concluye que los datos no siguen una distribucién
normal.

Dado que los datos no siguen una distribucion normal, entonces, se realizara la prueba de

comparacion de varianzas para datos no normales para cada tipo de microorganismo.
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Tabla 8: Prueba de homogeneidad de varianzas para Candida albicans

Prueba de homogeneidad de varianzas
Estadistico
de Levene gl gl2 Sig.
Resultado obtenido  Se basa enla media 015 9 60 1,000

Se basa en la mediana 001 9 60 1,000
Se basa en la mediana 001 9 79875 1,000
y con gl ajustado
Se basa enla media 011 9 g0 1,000
recortada

Interpretacion: Como los datos analizados no siguen una distribucion normal, entonces la
homogeneidad de varianzas se realiza a través de la mediana. Como el valor del Sig. es

mayor a 0.05, quiere decir que las varianzas entre las muestras tomadas son iguales.

Tabla 9: Prueba de homogeneidad de varianzas para bacillus subtilis

Prueba de homogeneidad de varianzas
Estadistico
de Levene gl gl2 Sig.
Resultado obtenido  Se basa enla media 006 g 60 1,000

Se basa en la mediana ooz g go 1000
Se basa enlamediana 002 g9 79932 1,000
y con gl ajustado
Se basa enlamedia 006 g g0 1,000
recortada

Interpretacion: Como los datos analizados no siguen una distribucion normal, entonces la
homogeneidad de varianzas se realiza a través de la mediana. Como el valor del Sig. es

mayor a 0.05, quiere decir que las varianzas entre las muestras tomadas son iguales.
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Tabla 10: Prueba de homogeneidad de varianzas para Escherichia coli

Prueba de homogeneidad de varianzas
Estadistico
delevene gl gl2 Sig.
Resultado obtenido  Se basa enlamedia 049 g 19 1,000

Se basa en la mediana 011 g 79 1,000
Se basa en la medianay 011 g 77652 1000
con gl ajustado
Se basa enlamedia 037 g 19 1,000
recortada

Interpretacion: Como los datos analizados no siguen una distribucion normal, entonces la
homogeneidad de varianzas se realiza a través de la mediana. Como el valor del Sig. es

mayor a 0.05, quiere decir que las varianzas entre las muestras tomadas son iguales.

Tabla 11: Prueba de homogeneidad de varianzas para el Staphylococcus aureus

Prueba de homogeneidad de varianzas
Estadistico
de Levene gl gl2 Sig.
Resultado obtenido  Se basa enlamedia 000 g g0 1,000

Se basa enlamediana 000 g g0 1,000
Se basa en lamediana 000 9 794974 1,000
y con gl ajustado
Se basa enlamedia 001 g g0 1,000
recortada

Interpretacion: Como los datos analizados no siguen una distribucién normal, entonces la
homogeneidad de varianzas se realiza a través de la mediana. Como el valor del Sig. es

mayor a 0.05, quiere decir que las varianzas entre las muestras tomadas son iguales.
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Tabla 12: Prueba de homogeneidad de varianzas para Pseudomonas aeruginosa

Prueba de homogeneidad de varianzas
Estadistico
de Levene all g2 sig.
Resultado obtenido  Se basa enlamedia 042 9 g0 1,000

Se basa enlamediana 009 9 g0 1,000
Se basa enlamedianay 009 9 79562 1,000
con gl ajustado
Se basa enlamedia 036 9 g0 1,000
recortada

Interpretacion: Como los datos analizados no siguen una distribucion normal, entonces la
homogeneidad de varianzas se realiza a través de la mediana. Como el valor del Sig. es
mayor a 0.05, quiere decir que las varianzas entre las muestras tomadas son iguales.

A continuacion, se procede a realizar la prueba de Kruskal-Wallis el cual permitira
identificar si existe igualdad de medianas entre los tipos de microorganismos, y posterior a

ello, se comparara tanto para el tiempo en contacto como la concentracion del producto.

Tabla 13: Prueba de kruskal-wallis segun su tipo de microorganismo

Estadisticos de prueba®®

Resultado

obtenido
H de Kruskal-Wallis 5,564
al 4
Sig. asintdtica 234

a. Prueba de Kruskal Wallis

b. Variable de agrupacion:
Tipo de microorganismo

Interpretacion: Como el valor de Sig. es mayor a 0.05, se indica que las medianas entre el
tipo de microorganismo son iguales, es decir, no existe diferencia. Por ello, se analizara cada

tipo de microorganismo segun su nivel de concentracion y a su vez el tiempo de contacto.
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Tabla 14: Prueba de kruskal-wallis para Candida albicans, segun la concentracion del

producto y tiempo de contacto

Estadisticos de prueba®? Estadisticos de pruebaa’h
Resultado Resultado
obtenido obtenido
H de Kruskal-Wallis 13572 H de Kruskal-Wallis 7776
gl 2 g 2
Sig. asintética 000 Sig. asintética 020
a. Prueba de Kruskal Wallis 3 Prueba de Kruskal Wallis
b. Variable deggrupacic’m: o L
Concentracion del b. Variable de agrupacion:
producto Tiempo de contacto

Interpretacion: Dado que el valor de Sig. es menor al 0.05 para ambos casos, se concluye
que tanto la concentracion del producto y el tiempo de contacto si influyen en el analisis,
dado que presentan medianas diferentes.

Tabla 15: Prueba de kruskal-wallis para Bacillus subtilis, segun la concentracion del

producto y tiempo de contacto

Estadisticos de prueba®” Estadisticos de pruebaa’h
Resultado Resultado
obtenido Obtenido
H e Kruskal-Walls 96,490 H de Kruska-Walis 19,460
gi asintotica 003 g -
= . Sig. asintotica 000
a. Prueba de Kruskal Wallis .
. . a. Prueba de Kruskal Wallis
b. Variable de agrupacion: . .
Concentracion del b. Variable de agrupacion:
producto Tiempo de contacto

Interpretacion: Dado que el valor de Sig. es menor al 0.05 para ambos casos, se concluye
que tanto la concentracion del producto y el tiempo de contacto si influyen en el analisis,
dado que presentan medianas diferentes.
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Tabla 16: Prueba de kruskal-wallis para Escherichia coli, segin la concentracion del

producto y tiempo de contacto

Estadisticos de pruebaa’h Estadisticos de prueba®?
Resultado Resultado
obtenido obtenido
H de Kruskal-Wallis 5073 H de Kruskal-Wallis 12,669
Sig_asinttica 050 Sig. asintotica 000
a. Prueba de Kruskal Wallis a.Prueba de Kruskal Wallis
o y b. Variable de agrupacion:
b. Variable de agrupacion: Concentraciorgdgl
Tiempo de contacto producto

Interpretacion: Para este caso, se puede observar que la concentracion del producto si
influye para la cantidad de microorganismo hallada, dado que el valor del sig. es menor al
0.05, es decir, el valor de las medianas para cada caso es diferente.

Mientras que, el tiempo de contacto no refleja un valor influyente, dado que segun el
estadistico de Kruskal-Wallis, indica que los resultados obtenidos en las medianas son

iguales, ya que el valor del sig. es igual a 0.05.

Tabla 17: Prueba de kruskal-wallis para Staphylococcus aureus, segun la concentracion

del producto y tiempo de contacto

Estadisticos de prueba®® Estadisticos de prueba®"
Resultado Resultado
obtenido obtenido
H de Kruskal-Wallis 13534 H de Kruskal-Wallis 5758
Sig. asintdtica 1000 Sig. asintética 072
@ Prueba de Kruskal WEHIS a. Prueba de Kruskal Wallis
b. Variable de agrupacion: . -,
Concentracion del b. Variable de agrupacion:
producto Tiempo de contacto

Interpretacion: Para este caso, se puede observar que la concentracion del producto si
influye para la cantidad de microorganismo hallada, dado que el valor del sig. es menor al
0.05, es decir, el valor de las medianas para cada caso es diferente.

Mientras que, el tiempo de contacto no refleja un valor influyente, dado que segun el
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estadistico de Kruskal-Wallis, indica que los resultados obtenidos en las medianas son

iguales,

ya que el valor del sig. es mayor al 0.05.

Tabla 18: Prueba de kruskal-wallis para Pseudomonas aeruginosa, segun la concentracion

del producto y tiempo de contacto

Estadisticos de pruebaa’h

Resultado

obtenido
H de Kruskal-Wallis 73 745
al 2
Sig. asintética ooo

Estadisticos de pruebaa’“

a. Prueba de Kruskal Wallis

b. Variable de agrupacion:
Concentracién del
producto

Resultado

obtenido
H de Kruskal-Wallis 6,044
gl 2
Sig. asintética 049

a. Prueba de Kruskal Wallis

b. Variable de agrupacidn:
Tiempo de contacto

Interpretacion: Dado que el valor de Sig. es menor al 0.05 para ambos casos, se concluye

que tanto la concentracion del producto y el tiempo de contacto si influyen en el analisis,

dado que presentan medianas diferentes.
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Prueba de hipdtesis

El Acido Peracético presentd eficacia frente a microorganismos a concentraciones
de 1.2% y 1.8% en el “area estéril de envasado 2” de formas farmacéuticas estériles

en un Laboratorio de Industria Farmacéutica.

El Acido Peracético presento eficacia frente a microorganismos en tiempos de
contacto de 5 min, 10 min a una concentracion de 1,2% y a los 5 min, 10 min y
15 min una concentracion de 1,8% en el “area estéril de envasado 2” de formas

farmacéuticas estériles en un Laboratorio de Industria Farmacéutica.

Discusion de resultados

En nuestro estudio se evalu6 la eficacia del Acido Peracético a concentraciones de
0,6%, 1,2% y 1,8% por un tiempo de contacto de 5 min, 10 miny 15 min; en el area
de envasado de formas farmacéuticas estériles en un laboratorio de industria

farmacéutica donde los resultados obtenidos demuestran que el Acido Peracético a
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una concentracion de 1,2% tiene eficacia a un tiempo de contacto de 10 min y 15
min; y a una concentracion de 1,8% tiene eficacia a un tiempo de contacto de 5 min,
10 min y 15 min; evidenciando asi la eficacia ejercida por el desinfectante frente a
los microorganismos expuestos; Nuestros resultados son similares a la
investigacion realizada por Alvares H. (2018) quien en su tesis realizé la revision
de articulos de investigacion y estudios internacionales empleado el sistema Grade
y evalud la efectividad de desinfectantes entre ellos el Acido Peracético para lograr
una desinfeccion optima y sin dafios en los endoscopios flexibles; demostrando asi

que el Acido Peracético es efectivo en la inactivacion de microorganismos*2.

En cuanto a la actividad antimicrobiana en superficie se demostré que el Acido
Peracético al 1,2% y 1.8% cumple una reduccion satisfactoria al eliminar el
99,999% de microorganismos (Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus y Bacillus subtilis Candida albicans). Asi mismo, en cuanto
a la actividad antimicrobiana de equipos del “area estéril de envasado 2” también
cumplio con la reducciéon del 99,999% de microorganismos; Estos resultados
coinciden con la investigacion de Vargas C (2018) quien en su tesis Efectividad in
vitro del Acido Peracético frente a cepas de Escherichia coli y Listeria innocua
demostré la eficacia del desinfectante Acido Peracético a 1000 ppm frente a

Escherichia coli'®.

Asi mismo los resultados de Garcia J y col. (2017) en su investigacion Evaluacion
de desinfectantes para el control de microorganismo en frutas y verduras
demostraron una reduccion bacteriana al 100% para Escherichia coli con el Acido

Peracético, pero a tiempos de contacto de 120 minZ®,

Otros estudios que coinciden con nuestros resultados son los realizados por
Barrientos F. (2013) en su tesis Evaluacion de la actividad antimicrobiana de tres
sanitizantes usados en los laboratorios de Microbiologia General 11 y Laboratorio |
planta alta de la UMIEZ de la FES Zaragoza, demostré que las bacterias utilizados
en la industria farmacéutica Escherichia coli y Staphylococcus aureus son
eliminadas a los 10 min de contacto!*; estos tiempos de contacto también son
similares a los reportados por Latour L. (2013) en su tesis Eficacia de un
Desinfectante Biodegradable a Base de Citricos en el Control del Crecimiento de

Escherichia coli y Staphylococcus aureus?.

57



CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

Se determind que el Acido Peracético tiene eficacia frente a microorganismos en
el “area estéril de envasado 2” de formas farmacéuticas en un Laboratorio de

Industria Farmacéutica.

Se determin6 que el Acido Peracético a la concentracion de 1,2% tiene eficacia a
tiempos de contacto de 10 min y 15 min; y a la concentracion de 1,8% tiene
eficacia a tiempos de contacto de 5 min, 10 min y 15 min frente a Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Candida albicans y

Bacillus subtilis.

5.2 Recomendaciones

Se recomienda el uso del Acido Peracético al 1,2% para la desinfeccion de equipos
y areas estériles ya que solo se empleara 80 mL de Acido Peracético al 15%
diluido en agua para inyeccion y alcohol etilico al 70% por un tiempo de contacto
de 10 minutos a diferencia que a una concentracion de 1,8% se empleara 120 mL
de Acido Peracético al 15% diluido en agua para inyeccion y alcohol etilico al

70% lo que generaria un gasto mayor e innecesario para la industria.

Incluir el Acido Peracético al 1,2% en el programa de rotacion de desinfectantes

como una opcion eficaz y rentable.

Los resultados obtenidos en este estudio confirmaron que el método de dilucién —

neutralizacion de las normas ESPANOLA UNE-EN 1276:2010, ESPANOLA

UNE- EN 1650:2008+A1 y ESPANOLA UNE-EN 13704, resultan confiables
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para evaluar la efectividad del Acido Peracético. Por lo tanto, las normas
garantizan a quien desee emplear el método de dilucién — neutralizacion la

consecucion de resultados son confiables.

Tabla 19: Frecuencia de limpieza de superficies

PRODLUICCION

AREA SUPERFICIES LIMPIEZA

TODAS LAS SUPERFICIES DEL

AREA
v TERMINADA LA
EQUIPOS VIGENCIA (2
) ZONAS DIAS).
ESTE ESTERILE
RILES SY ZONAS v AL EINAL DE UN
LIMPIAS UTENSILIOS PROCESO DE
ENVASADO
TACHOS
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Tabla 20: Programa de rotacion de desinfectantes

AREA ROTACION ORDEN PRIMER TIEMPO DE uSoO SEGUNDO uSo FECHA DE
DESINFECTANTE CONTACTO DESINFECTANTE
PREPARACION
1 Alcohol Etilico al 70% Alcohol Isopropilico
. al 70%
5 minutos o
- hasta o
Alcohol Isopropilico al s Alcohol Etilico al
2 20% evaporizacion 20%
3 Hipoclorito de Sodio al Pisos Alcohol Isopropilico Manos,
0, 1 ' 0, - ,
3 SEMANAL 1% 10 min. paredes, al 70% equipos, Hasta 5 dias antes
Produccion de Lunes a techos ventanas, que llegue a
Estéril . Cloruro de Benzalconio 25 min. N Alcohol Etilico al utensilios, vencer el anterior
Domingo 4 rejillas, .
al 1% 70% muebles, desinfectante
puertas
tachos
30 min. Alcohol Isopropilico
0,
5 Tego al 2% al 70%
6 Acido Peracético al 10 minutos o Alcohol Etilico al
1,2% hasta 70%

evaporizacion
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ANEXOS



Problema

Anexo 1: Matriz de consistencia

Objetivos

Hipotesis

Problema General

¢Es eficaz el Acido
Peracético frente a
microorganismos en
el area de envasado
de formas
farmacéuticas
estériles de un
laboratorio de
Industria

Farmacéutica?

Objetivo General

Determinar la eficacia
del Acido Peracético
frente a
microorganismos en el
area de envasado de
formas  farmacéuticas
estériles en un
Laboratorio de Industria

Farmacéutica.

Hipdtesis General

El Acido Peracético es
eficaz frente a
microorganismos a
concentraciones de 0.6,
1.2y 1.8 % en el area de
envasado de formas
farmacéuticas  esteriles
en un Laboratorio de

Industria Farmacéutica.

El Acido Peracético es

67

Justificacion

Tedrica:

En la presente tesis, se
investiga la norma de
trabajo experimental de
acuerdo a lo especificado en
la farmacopea USP 42, ya

que aporta conocimientos y

referencias para la
realizacion de la
investigacion  sobre  la
eficacia del Acido
Peracético para la

desinfeccion in situ en el
“area estéril de envasado 2”.

Metodologica:

Variables

Variable
dependiente:
Eficacia del
Acido Peracético
frente a

microorganismaos

Metodologia

Enfoque
investigativo:

El enfoque es de
tipo Cuantitativo

Tipo de

Investigacion:

La investigacion
es de tipo

aplicada.

Disefio de la



Problema especificos

¢Cuales son las
concentraciones del
Acido

aplicado en el area de

Peracético

envasado de

formas farmacéuticas

estériles para ser
eficaz  frente a
Escherichia coli,
Pseudomonas

Objetivo especificos

Determinar los niveles
de concentraciones del
Acido

aplicado en el area de

Peracético
envasado de formas
farmacéuticas estériles
es eficaz frente a
Escherichia coli,
Pseudomonas

aeruginosa,

eficaz frente a
microorganismos en
tiempos de contacto de 5
min, 10 min y 15 min en
el area de envasado de
formas  farmacéuticas
estériles en un
Laboratorio de Industria

Farmacéutica.

Hipétesis Nula

El Acido Peracético no
sera eficaz a
concentraciones de 0.6%,
1.2%y 1.8%en el area de
envasado de formas
farmacéuticas  estériles
en un Laboratorio de

Industria Farmacéutica
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En la presente tesis para
evaluar la eficacia del Acido
Peracético a diferentes
concentraciones y tiempos

de contactos empleamos el

método de dilucion-
neutralizacion,  asimismo
para el muestreo

microbioldgico en el “area
estéril de envasado 27
empleamos el meétodo de
hisopado y el método por
contacto o impresion de

placas.

Practica:
En el

proporciona

aspecto préactico,
informacién
sobre la eficacia del Acido
Peracético para la

desinfeccion in situ en el

Variables

Independientes:

-Factores

-Concentracién

del
Peracético:
1.2y 1.8%

Acido
0.6,

investigacion:
Experimental:
experimental
puro u
observacional:

transversal

Poblacion:

Produccién de un
laboratorio

farmacéutico.

Muestra:

Area de formas
farmacéuticas
Inyectables

estériles.



aeruginosa,
Staphylococcus
aureus, Candida
albicans y Bacillus
subtilis?

¢ Qué tiempo de
contacto del ~ Acido
Peracético aplicado en
el area de envasado
de formas
farmacéuticas
estériles sera eficaz
frente a Escherichia
coli, Pseudomonas
aeruginosa,
Staphylococcus
aureus, Candida
albicans y Bacillus

subtilis?

Staphylococcus aureus,

Candida albicans vy

Bacillus subtilis.

Determinar los
tiempos de contacto
del Acido Peracético
en el area de envasado
de formas
farmacéuticas esteriles
es eficaz frente a
Escherichia coli,
Pseudomonas
aeruginosa,
Staphylococcus
aureus, Candida
albicans y Bacillus

subtilis.

El Acido Peracético no
sera eficaz frente a
microorganismos en
tiempos de contacto de 5
min, 10 miny 15 minen el
area de envasado de
formas farmacéuticas
estériles en un
Laboratorio de Industria

Farmacéutica.
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“area estéril de envasado 2”
sirviendo como guia al
personal de laboratorio de
industria farmacéutica, ya
que estos resultados pueden
servir de base para otras
investigaciones que deseen
desarrollar a mayor

profundidad.

Técnica:

- Dilucion, -
neutralizacién
- Placas de
Contacto.

- Hisopado.



Anexo 2: Autorizacion del laboratorio Ac

AC)AC FARMA}

“Afio de la universalizacion de la salud™

Lima. 20 de abril del 2020.

Veronica Cardoza Sdnchez
Bachiller de La facultad de Farmacia y Bioguimica
De la Universidad Privada Norbert Wiener.

Asunto; Respuesta » Solicitud de autorizacion para realizar pruebas de eficacia del acido peracético
como desinfectunte, en el drea de Microbiologia v envasado de area estéril de Laboratorios
AC FARMA,

Cordial Saludo.
A continuacion, mi respuesta a la solicitud enviada.

Yo, Roberto Dony Chang Casiro, Director Técnico de Laboratorios AC FARMA con nimero de
colegiatura C.Q.F.P.: 13999, autorizo que se realicen las pruebas solicitadas para ¢l desartollo de la
tesis de tiwlo: EFICACIA DEL ACIDO PERACETICO PARA LA DESINFECCION “In situ”
EN EL ARFA DE ENVASADO DE FORMAS FARMACEUTICAS ESTERILES EN UN
LABORATORIO DE INDUSTRIA FARMACEUTICA, LIMA, SEPTIEMBRE - JULIO 2020,

Tesistas: Cardoza Sdnchez, Verdnica
Torres Maccanascea. Karina,

Atte.

Ru 1w Dony Chang Castro

Director Técnico de Laboratorios AC FARMA

Farma
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Anexo 3: Carta de presentacion

Resolucikan N* 081.2020-R-UPNW
CARTA DE PRESENTACION

MgtriDector:

Roberto Dony Chang Castro
Director técmico del laboratodo Ac Fama.

Presente

Asunto: VALIDACION DE INSTRUMENTOS A TRAVES DE JUICIO DE
EXPERTOS.

Es muy grato comunicamos con usted para expresarle nuestro saludo y asl
mismo, hacer de su conocimiento que siendo bachilleres de Farmacia y Bioquimica
reguerimos vaidar los Instrumentos con los cuales recogeremos la informacidn necesaria
para desarroliar la investigacidn y optar e grado da Quimico Farmacéutico.

El titulo de nuestro proyecto de investigacién es. "EFICACIA DEL ACIDO
PERACETICO PARA LA DESINFECCION “In stu” EN EL AREA DE ENVASADO DE
FORMAS FARMACEUTICAS ESTERILES EN UN LABORATORIO DE INDUSTRIA
FARMACEUTICA, LIMA, SEPTIEMBRE 2019 A SEPTIEMBRE 2020° y sendo
Imprescindible contar con |3 aprobacidn de docentes especialzados para aplicar los
instrumentos en mencidn, hamos considerado conveniente recurrr a Usted, ante su
connotada experiencia en lemas de Desarrolio Analitice. Microbiologia, Contrel de caldad
y Direccion Técnica.

El expediente de validacion que le hacemos llegar contiena:
- Carta de presentacion.
- Definiciones concepluales de |as variables y dimensicnes.
- Matnz de Operacionalizacion de las variables
- Certficado de vaiidez de contenido de Ios Instrumentos.

Expresandole los sentimientos de respeto y consideracion, nos despedimos de Usted. no
sin antes agradecer por la atencidn que dispense 3 13 presante.

Atentamente,

],/ ) /g, " - Mr’
Nombre y Firma Nombee y Firma
D.N.1 02833215 D.N.I1 43845433
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Anexo 4: Definicion conceptual de las variables y dimensiones

DEFINICION CONCEPTUAL DE LAS VARIABLE Y DIMENSIONES

Variable 1: Eficacia

Capacidad de lograr el efecto que se desea o se espera,

Dimensiones de las vanables:
Concentracion: Es el porcentaje del desinfectante que se empleara en Ia

Tiempo: Magnitud fisica que nos permite establecer un tiempo de contacto con el
desinfectante en el cual empleamos el tiempo en minutes.
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Anexo 5: Certificados de validez de contenido de los instrumentos

Resolucion N® 081-2020-R-UPNW

“EFICACIA DEL ACIDO PERACETICO PARA LA DESINFECCION “In situ” EN EL AREA DE ENVASADO
DE FORMAS FARMACEUTICAS ESTERILES EN UN LABORATORIO DE INDUSTRIA FARMACEUTICA,

LIMA, SEPTIEMBRE-2019 A SEPTIEMBRE 2020”

N° DIMENSIONES / items Pertinencia’ Relevancia? Claridad’ Sugerencias
Variable 1 Eficacia \
1 | Concentracion: Si No Si No Si No \ S
2 0.6% 2y — N
: 2% , ZIN | 7 | N
3 18% o e 3 % ‘\\ ~
5 = - : \ N
Tiempo de contacto: Si No Si No Si No : \ a3
6 5 min 7 ’ ~ AN
7 10 min = =
8 15 min | . =
9 % Z ] = =
Observaciones (precisar si hay suficiencia):
Opinion de aplicabilidad: Aplicable () Aplicable después de corregir (-) No aplicable (-)
Apellidos y nombres del juez validador: Dr/Mg: ,? G o va e, Aidase 7 aiss
DNI: OE) CT042 7
Especialidad del validador: Sl / Chisns Stamisatkvs
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Pertiencia: El item comrespondiente al concepto tedrico formulado
2Relevancia: El item es apropiado para representar al componente o dimension especifica del constructo
Claridad: Se entiende sin dificultad alguna el enunciado del item, es conciso, exacto y directo.

Nota: Suficiencia, se dice suficiencia cuando los items planteados son suficientes para medir la dimension.
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Resolucion N° 081-2020-R-UPNW

“EFICACIA DEL ACIDO PERACETICO PARA LA DESINFECCION “In situ” EN EL AREA DE ENVASADO
DE FORMAS FARMACEUTICAS ESTERILES EN UN LABORATORIO DE INDUSTRIA FARMACEUTICA,

LIMA, SEPTIEMBRE-2019 A SEPTIEMBRE 2020”

N* DIMENSIONES / items Pertinencia’ Relevancia? Claridad® Sugerencias
Variable 1 Eficacia

1 | Concentracién: Si No Si No Si No

T ] 06% e \ =7 2\

2 12% 7 \ P \ J '-\ \

4 1.8% v \ P \ o \ X

° — = S I I = N
Tiempo de contacto: Si No Si . No Si No \"

6 5 min e v ‘\ [ \

7 10 min 7 \ P \\ P \ \ .

8 15 min v \ v \ o \ \

9 - \ % A " ¥

Observaciones (precisar si hay suficiencia):
Opinién de aplicabilidad: Aplicable (X

Apellidos y nombres del juez validador: Dr./Mg:

DNI:
Especialidad del validador:

Aplicable después de corregir ()

No aplicable ()
Zanabria Valdewama |, Hercedes deta.

41890163

(4 U0 )-/amaceo#%o-
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TPertiencia: El item correspondiente al concepto tedrico formulado
2Relevancia: El item es apropiado para representar al componente o dimension especifica del constructo
*Claridad: Se entiende sin dificultad alguna el enunciado del item, es conciso, exacto y directo.

Nota: Suficiencia, se dice suficiencia cuando los items planteados son suficientes para medir fa dimension.
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Resolucion N* 081-2020-R-UPNW
«EFICACIA DEL ACIDO PERACETICO PARA LA DESINFECCION “In situ” EN EL AREA DE ENVASADO
DE FORMAS FARMACEUTICAS ESTERILES EN UN LABORATORIO DE INDUSTRIA FARMACEUTICA,
LIMA, SEPTIEMBRE-2019 A SEPTIEMBRE 2020”

N° DIMENSIONES / items | Pertinencia’ Relevancia? Claridad? Sugerencias
Variable 1 Eficacia 1
1 | Concentracién: Si No Si No Si No
2 0.6% /‘ 74 7 \
2 L% N s AT X
! i 1IN 72T NT 71N\ N
5 = .7 \ \
Tiempo de contacto: si No Si No 8i | No \
6 5 min / / A \
ome 728 I A N i N
8 15 min 7 \ 7 \ . \ \
; _ T R X
Observaciones (precisar si hay suficiencia):
Opinién de aplicabilidad: Aplicable ( ) Aplicable después de corregir ( ) No aplicable ( )
Apeliidos y nombres del juez validador: Dr./Mg: ShLh2na e, 7O Frod DE MALA
DNI: Of 20723

Especialidad del validador: Qi p - PARKACEITICA
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tpertiencia: El item correspondiente al concepto tedrico formulado 29 deMdel 2022
Relevancia: El item es apropiado para representar al componente 0 dimension especifica del constructo
3Claridad: Se entiende sin dificultad alguna el enunciado del item, es conciso, exacto y directo.

Nota: Suficiencia, se dice suficiencia cuando los items planteados son suficientes para medir la dimension. kacho;;omsA oA

FLOR DE MARIA SALAZAR CHIRI '0
....... JEFE-DE CONTROLDE AR -
C.Q.FP: 03272

Firma del experto informante
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Anexo 6: Matriz de Operacionalizacion de variables

ESCALAD

E INTRUMENT
< £ O DE
DEFINICION INDICADORE CRITERIOS MEDICIO
VARIABLES CONCEPTUAL DIMENSIONES S VALORES DE MEDICION N DE RE(;OLECCI
ON DE
VARIABL DATOS
E (ufc)
) 0.6%
Eficacia del Acido Segun la
Peracético frente a Capacidad de lograr Concentracion del 1,99 AUSENCIA farmacopea
n - 7" . 0
microorganismos en el efecto que se Acido Peracetico + es = Escala
) 1.8% o _ Tabla de
un area de envasado desea 0 Se espera. crecimiento y Nominal
O PRESENCIA Resultados de
de formas Tiempo de 5 - es =
o o prueba de
farmacéuticas contacto del , crecimiento ]
o ’ 10 desafio
estériles. Acido Peracético 15°
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Anexo 7: Control microbiolégico de equipos

MICROORGANISMOS AEROBIOS
HONGOS Y LEVADURAS

AREA Ufc/25cm2 — ufc/placa Microorganismos Especificos FRECUENCIA
Superficie contacto directo Superficie sin contacto directo
con el producto con el producto

Validacion de limpieza,

Area de productos estériles 10 AUSENTE calificacion de instalacion
<
Clase 100 000 (GRADO C) <5
Area de productos estériles <5 Validacién de limpieza,
<10 AUSENTE o ) »
Clase 10 000 (GRADO B) calificacion de instalacién
Area de productos estériles <5 <5 o . ]
AUSENTE calificacion de instalacion

Clase 100 (GRADO A)

El anexo muestra una referencia del instructivo control microbioldgico de superficies ICC-024 empleado en la industria farmacéutica el cual
por condiciones éticas se prohibe la divulgacion del original
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Anexo 8: Control microbiolégico de superficies

MICROORGANISMOS AEROBIOS
AREA HONGOS Y LEVADURAS Microorganismos FRECUENCIA
Ufc/25cm2 — ufc/placa Especificos

Pared, mesa, cacerinas u

otros Piso
Area de productos estériles
AUSENTE e o
(GRADO C) <5 <10 Calificacion de instalacién (Inicio de
funcionamiento)
i Validacién de limpieza y después de trabajo de
Area de productos estériles cambio de infraestructura
<5 <10 AUSENTE
Clase 1000 (GRADO B)
Calificacion de instalacién (Inicio de
funcionamiento)
Area de productos estériles <3 <3 Validacién de I|r_np|ez_a y después de trabajo de
AUSENTE cambio de infraestructura
Clase 100 (GRADO A) Dias de proceso

(al final de la operaci6n)

El anexo muestra una referencia del instructivo control microbioldgico de superficies ICC-024 empleado en la industria farmacéutica el cual
por condiciones éticas se prohibe la divulgacion del original.
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