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RESUMEN:

Las condiciones de esterilizacion recomendadas por el Ministerio de Salud- Perd en el
“Manual de Desinfeccion y Esterilizacion -2021” son de 121°C por 15 minutos y 134°C por
3 minutos, la biocarga de los materiales hospitalarios a esterilizar incluyen bacterias Gram-
negativas portadoras de endotoxinas bacterianas como Escherichia coli 'y Salmonella
enterica, se desconoce si la muerte celular inducida por el vapor mediante la alteracion de
las estructuras celulares y la coagulacion de las proteinas durante la esterilizacién por
autoclave pueda generar la liberacion de endotoxinas resistentes a la esterilizacion que
puedan causar efectos que incluyen fiebre, escalofrios, neumonitis toxica, sintomas
respiratorios y en el peor de los casos shock sépticos  sobre pacientes con estancia
hospitalaria usuarios de estos materiales esterilizados, estos materiales incluyen equipos de
curacion, equipos de sutura, instrumentacion quirrgica, ropa para sala de operaciones,
campos simples y fenestrados, apositos, etc. Se detectd por el método de Gel-Clot la
liberacion de endotoxinas bacterianas de inoculos estandarizados de E.coli ATCC8739 y S.
enterica ATCC 14028 dispuestos dentro de materiales hospitalarios tras esterilizacion por
autoclave a 121°C por 15 minutos y 134°C por 3 minutos. Los resultados evidencian que en
todos los indculos E.coli 'y S. enterica sometidos a procesos de esterilizacion ya sea a 121°C
y 134°C se detect6 resultados positivos para la liberacion de endotoxinas con porcentajes de
positividad que varian entre el 11.1% hasta 88.9%, respectivamente; aumentando el
porcentaje de positividad de la liberacion de endotoxinas en funcién de la temperatura
esterilizacion y sin impacto por el tipo de bacteria Gram-negativa sometida a esterilizacion.

Palabras clave

Esterilizacion, endotoxinas, Gel-Clot, E.coli ATCC8739, S. enterica ATCC 14028.



ABSTRACT:

The sterilization conditions recommended by the Ministry of Health - Peru in the
"Disinfection and Sterilization Manual -2021" are 121 ° C for 15 minutes and 134 ° C for 3
minutes, the bioburden of the hospital materials to be sterilized include pathogenic Gram-
negative bacteria carriers of bacterial endotoxins such as Escherichia coli and Salmonella
enterica, it is unknown whether steam-induced cell death by altering cellular structures and
protein coagulation during autoclave sterilization can generate the release of sterilization-
resistant endotoxins that can cause effects including fever, chills, toxic pneumonitis,
respiratory symptoms and in the worst case septic shock on patients with hospital stay users
of these sterilized materials, these materials include healing equipment, suture equipment,
surgical instrumentation, operating room clothing, simple and fenestrated fields, dressings,
etc. The release of bacterial endotoxins from standardized inoculums of E. coli ATCC8739
and S. enterica ATCC 14028 placed inside hospital materials after autoclaving at 121°C for
15 minutes and 134°C for 3 minutes was evaluated by the Gel-Clot method. The results show
that all E. coli and S. enterica inocula subjected to sterilization processes at either 121°C or
134°C showed positive results for endotoxin release, with positivity rates ranging from
11.1% to 88.9%, respectively; the positivity rate for endotoxin release increased depending
on the sterilization temperature and was not affected by the type of Gram-negative bacteria

subjected to sterilization.

Keywords:

Sterilization, endotoxins, Gel-Clot, E. coli ATCC8739, S. enterica ATCC 14028



1.-INTRODUCCION

La esterilizacion es un proceso mediante en la cual se logra la eliminacién de todo
microorganismo viable presente en un material incluyendo esporas bacterianas, uno de
los métodos mas usados es el autoclavado por vapor saturado (1). Las endotoxinas son
estructuras ancladas a la membrana celular externa de las bacterias Gram-negativas, son
particularmente estables al calor y su liberacion se produce tras la muerte o lisis celular
(2). La muerte celular inducida por la esterilizacion no elimina necesariamente las
bacterias muertas, y puede albergar residuos bacterianos como el LPS en los materiales
esterilizados. (26). Schneier (2020) (3) indica que la liberacion de endotoxinas se produce
tras la muerte de una bacteria Gram-negativa, durante la produccion de productos
biofarmacéuticos recombinantes. La presencia de endotoxinas bacterianas en materiales
esterilizados de hospitales puede generar problemas serios de salud en personas usuarias
de estos materiales, estos efectos se incluyen fiebre, escalofrios, neumonitis toxica,
sintomas respiratorios (7) y en el peor de los casos shock séptico el cual desencadena una
reaccion inflamatoria severa con subsecuente disfuncién orgénica fatal representando
hasta un 46% como causa terminal de muerte de pacientes hospitalizados (24).

La biocarga de los materiales hospitalarios a esterilizar incluyen bacterias Gram-
negativas portadoras de endotoxinas bacterianas las cuales representan el 60.4% del total
de microrganismos aislados en pacientes hospitalizados, de los cuales Escherichia coli'y
Salmonella enterica representan un 35.4% (25),si bien es cierto se utilizan controles de
calidad de rutina como indicadores biologicos durante los procesos de esterilizacion, estos
no incluyen indicadores de la presencia de endotoxinas y por lo tanto se desconoce si bajo
las condiciones de esterilizacion en autoclave recomendadas, de 121°C por 15 minutos y
134°C por 3 minutos por el Ministerio de Salud —Peru se induce la liberacion de

endotoxinas bacterianas por muerte celular.



En este estudio se detectd la presencia de endotoxinas bacterianas inducidas por muerte
celular de Escherichia coli ATCC8739 y Salmonella enterica ATCC 14028 tras la

esterilizacion por autoclave bajo las condiciones recomendadas por el Ministerio de Salud

—Pern.



2.-ANTECEDENTES

Tras la muerte de una bacteria Gram-negativa, durante la elaboracion de productos
biofarmacéuticos recombinantes, las endotoxinas (también conocidas como
lipopolisacaridos, LPS) ubicadas en la membrana celular externa bacteriana son liberadas
en el lisado donde pueden interactuar y formar enlaces con biomoléculas, estos pueden
incluir los compuestos terapéuticos objetivos. Esto es especialmente cierto para los
productos biofarmacéuticos producidos con bacterias Gram-negativas, donde Ia
contaminacion por endotoxinas es una preocupacion. (3). Los procedimientos de ruptura
celular para la recuperacion de biomoléculas de interés conducen a la liberacion de gran
cantidad de endotoxinas de tipo LPS es asi que la presencia de pequefias cantidades de
endotoxina en las preparaciones de proteina recombinante puede causar efectos

secundarios como shock por endotoxina, dafio tisular e incluso la muerte del organismo

huésped. (4).

La muerte celular inducida por la esterilizacion mediante vapor de agua no elimina
necesariamente las bacterias muertas, y puede albergar residuos bacterianos como el LPS
en los materiales esterilizados (26). En un entorno de laboratorio, diferentes fuentes
pueden introducir la contaminacion por endotoxinas en los productos médicos, incluidos
el material de vidrio, los reactivos quimicos, las materias primas, los tampones y el
proceso de manipulacion, ya que las endotoxinas prevalecen en el agua del grifo, el aire
y los dedos. Por lo tanto, la contaminacién por endotoxinas es dificil de evitar y no se
puede ignorar durante el proceso de fabricacion, lo que agrega una gran complejidad a la
medicion de endotoxinas en una amplia gama de circunstancias. (5). Las endotoxinas
pasan facilmente a través de los poros de 0,2 um de los filtros de membrana sin carga,

dado que las endotoxinas tienen carga negativa, la membrana cargada positivamente



montada en un filtro puede ayudar a eliminar las endotoxinas, aunque estas moléculas
sean mas pequefias que el tamafo de los poros del filtro. (6).

La endotoxina es un potente agente inflamatorio con reconocidos efectos sobre la salud,
que incluyen fiebre, escalofrios, neumonitis toxica, sintomas respiratorios (7) y en el peor
de los casos shock séptico el cual desencadena una reaccidon inflamatoria severa con
subsecuente disfuncion orgéanica fatal representando hasta un 46% como causa terminal
de muerte de pacientes hospitalizados (24).

La exposicion a la endotoxina también puede cambiar significativamente el recuento de
glébulos blancos del cuerpo, lo que resulta en problemas de la funcidon inmunoldgica. La
exposicion a endotoxinas puede alterar los niveles circulantes de marcadores de respuesta
inflamatoria e inmunoldgica que pueden estar implicados en la carcinogénesis pulmonar,
se sugiere que el polvo que contiene endotoxinas bacterianas tiene un impacto
significativo en la salud provocando problemas respiratorios. (8). Se midieron los efectos
de tres tipos de endotoxinas LPS de Escherichia coli, Salmonella typhimurium y
Klebsiella pneumoniae en ratas albinas macho adultas. Las células de la médula 6sea
mostraron cambios; los pardmetros hematoldgicos y los valores bioquimicos de estos
efectos pueden deberse a la disfuncién de 6rganos bioldgicos como la médula dsea, el

higado, los rifiones, el corazén y el pancreas. (9).



3.-MARCO TEORICO

3.1 Esterilidad:

La esterilidad es el nivel de inactivacion bacteriana, entendida como la ausencia de
microorganismos viables. El nivel de esterilidad usualmente esta representado en una
funcion exponencial del “Nivel de aseguramiento de esterilidad” o SAL (10). Para lograr
una esterilidad es necesario alcanzar 6 reducciones logaritmicas de la semivida de
biocarga inicial (SAL de 10°), esta expresion nos indica que la probabilidad de detectar
una particula viable luego del proceso de esterilizacion de 1 en 1 millon. La esterilidad
alcanzada por medio de un proceso de autoclavado debe someterse a procesos de
calificacion y validacion con el objetivo de garantizar la obtencién de resultados

confiables y reproducibles de esterilidad (10,11).

3.2 Esterilizacion con calor humedo (vapor)

La humedad en el vapor tiene un gran impacto en su capacidad para desnaturalizar o
coagular proteinas; de ahi la importancia de utilizar vapor saturado. El vapor saturado
estd en equilibrio con el agua calentada a la misma presion, lo que significa que contiene
la méxima cantidad de humedad sin condensacion liquida presente. Se recomienda vapor
saturado para la esterilizacion por vapor. No todo el vapor es aceptable para usar en una
autoclave. Se recomienda un suministro exclusivo de vapor limpio. Debe evitarse el vapor
sobrecalentado, el vapor que contenga un exceso de agua liquida y el vapor que contenga
un exceso de aditivos para calderas o contaminantes (como o6xido). El vapor
sobrecalentado se define como vapor que esta por encima de su temperatura de saturacion.
El sobrecalentamiento ocurre en los sistemas de distribucion de vapor cuando la presion
de la linea cae a través de una valvula reductora de presion (PRV) Cuanto mayor sea la

caida de presion, mas sobrecalentamiento se crea. El vapor sobrecalentado no contiene la



humedad necesaria para asegurar la esterilizacion. El exceso de energia en el vapor
sobrecalentado es transitorio y finalmente es disipado por los articulos en la cdmara del
esterilizador, pero puede causar dificultades cuando se califica el esterilizador para los

requisitos de estabilizacion de temperatura de la camara vacia de la norma europea (13).

El sistema de vapor limpio ideal para esterilizadores de vapor se regula a mas de 2,0 a 2,5
bar (30 a 35 psig) en la fuente. Se indica que la presion de suministro de vapor no debe
ser mas del doble de la presion de la camara a la temperatura deseada. El
sobrecalentamiento también se crea cuando el vapor saturado pasa sobre una superficie a
una temperatura mas alta. La temperatura de la camisa del esterilizador siempre debe
ajustarse ligeramente por debajo de la temperatura de esterilizacion de la cadmara para
evitar el sobrecalentamiento del vapor al entrar en la cdmara. Una autoclave alimentada
con vapor sobrecalentado funcionara como un esterilizador de calor seco, en el que la
eliminacion de microorganismos es menos eficiente que el vapor saturado Optimo
requerido para la esterilizacion. El proceso de esterilizacion por calor seco lleva mucho
mas tiempo incluso a temperaturas mas altas que la esterilizacion por vapor. El vapor
mata los microorganismos mediante la transferencia de energia, lo que provoca la
alteracion de las células y la coagulacion de las proteinas.

El vapor también proporciona el agua necesaria para que se produzcan estas reacciones.
Este proceso es muy eficiente ya que el vapor contiene dos fuentes de calor (energia), es
decir, calor sensible; 4 kJ por kilogramo por grado centigrado: energia térmica que eleva
la temperatura del agua entre sus puntos de congelacion y ebullicion. (14), calor latente;
2260 kJ por kilogramo en el punto de condensacion - Energia térmica que cambia el agua
de liquido a gas Es este calor latente lo que hace que el vapor sea tan eficiente como

medio de transferencia de energia. Se libera a medida que el vapor se condensa en



superficies mas frias. En una autoclave, el condensado formado se puede drenar y la
presion de la camara se reduce, lo que permite que entre mas vapor y que su energia esté

disponible (15)

3.2.1 Ciclos basicos de esterilizacion por vapor:

Los ciclos de esterilizacion por vapor suelen constar de tres fases:
Preacondicionamiento: durante esta fase se elimina el aire de la cdmara y se humedece
la carga mediante pulsos alternos de vacio y presion positiva de vapor.

Exposicion: durante esta fase, la temperatura de la cdmara se eleva y se mantiene en la
temperatura de esterilizacion programada durante el tiempo de exposicion programado
(ambos son seleccionables por el usuario). La exposicion también puede controlarse
mediante Fo acumulado para liquidos si se utilizan una sonda de carga y controles de
esterilizacion apropiados. Cabe sefialar que Fo es un parametro que cuantifica la letalidad
del proceso de esterilizacion y se expresa en tiempo.

Post-acondicionamiento: durante esta fase, las cargas de productos secos se enfrian y se
secan mediante un pulso o pulsos de vacio o se enfria una carga de liquidos. La presion
de la cdmara se lleva a la atmosférica. Los ciclos de esterilizacion pueden ser modificados
acuerdo a las aplicaciones teniendo en cuenta fundamentalmente la carga identificada

(12).

3.2.2 Factores criticos del autoclavado:
Tiempo: El tiempo de exposicion es un factor critico, un tiempo inadecuado puede
determinar la falla del proceso, se debe considerar un control estricto del cumplimiento

del mismo.



Temperatura: La temperatura determina el grado de penetracion de calor transferido al
material, a mayor temperatura mayor es la probabilidad de provocar la muerte celular. La
temperatura es directamente proporcional a la presion. Un ciclo tipico a 121 °C (250 °F)
requerira de 1,03 a 1,17 bar g (15 a 17 psi)

Resistencia: Es el grado inherente de resistencia cada grupo celular a la destruccion. Este
puede ser medido con el valor “D” que es expresado como el tiempo en minutos para

poder reducir la poblacion en un logaritmo.

3.3 Enterobacterias productoras de endotoxinas

Las enterobacterias son consideradas por la WHO (World Health Organization) en su lista
de prioridad de patdgenos bacterianos del 2024 como un grupo de interés critico debido
a su alta resistencia a cefalosporinas de tercera generacion y carbapens, dentro de este
grupo existen diferentes bacterias Gram negativas productoras de endotoxinas algunas de
ellas como E.coli y S.enterica, tienen una alta relevancia clinica debido a su virulencia y
toxicidad de sus endotoxinas. Para el caso de E.coli ésta se encuentra presente
principalmente en el intestino distal de organismos de sangre caliente generando toxinas
como por ejemplo la toxina “shiga” que puede desencadenar graves enfermedades como
el sindrome hemolitico urémico (27). Por otro lado, Salmonella es una de las cuatro
principales causas de enfermedad diarreica, especificamente la salmonelosis que en
algunos casos puede llegar a hacer mortal, se ha reportado serotipos resistentes a los

antimicrobianos de primera linea representando un serio problema de salud publica (28).

3.4 Bio-indicadores
Existen diferentes tipos de indicadores: Quimicos, fisicos y biolégicos. Sin embargo, se

debe utilizar indicadores biologicos para el control de calidad, debido a que solo este tipo



de indicadores estan relacionados directamente con la letalidad del proceso (16,17).
Cualquiera sea el indicador bioldgico a utilizar para la validacidon, se debe demostrar su
idoneidad para el objetivo requerido. Para el ensayo de destruccion en equipos
esterilizadores por calor himedo, a temperatura de 121°C, se debe utilizar indicadores
bioldgicos de concentracion no menor de 1 x10° ni mayor de 5 x 10° esporas, con un valor
D121 mayor o igual a 1,5 minutos. Cabe mencionar que el valor D es una caracteristica
de los bio-indicadores referido al tiempo necesario para que se reduzca en un 90% la
poblacion de microorganismos a una determinada temperatura en la mayoria de los casos
expresado en 121°C.Cada lote de indicador biolégico debe contar con certificado de
analisis. Asimismo, el usuario debe verificar lo declarado por el fabricante con respecto
a la concentracion de esporas. Cuando el indicador bioldgico es utilizado segun las

recomendaciones del fabricante, no es necesario confirmar su resistencia. (18).

3.5 Endotoxinas

Son estructuras ancladas a la membrana celular externa de las bacterias GRAM negativas,
estan constituidas principalmente por un lipido de anclaje (Lipido A) seguido de una
cadena de polisacéridos (estas pueden ser usadas para su diferenciacion). Las endotoxinas
de manera general son denominadas como LPS (19,20,21). Las endotoxinas permiten
formar una barrera contra el ingreso de moléculas pequefias e hidrofobicas. La mayoria
de ellas estan cargadas negativamente ayudando a estabilizar la membrana celular
externa. La toxicidad esta atribuida a la presencia del lipido A mientras que la cadena de
polisacaridos representa una estructura altamente inmunogénica. (19).

Las endotoxinas son estables al calor, sobre todo al calor huimedo, el calor transferido y
acumulado durante los procesos de esterilizacion no permite su inactivacion. Para lograr

esta inactivacion es necesario alcanzar temperaturas mas altas por medio de un horno de



calor seco. La deteccion de endotoxinas tiene relevancia clinica debido a que representan
senales de infeccion por el sistema inmunitario, la presencia de endotoxinas provoca

respuestas inmunitarias inflamatorias potencialmente mortales. (19)

3.6 Método Gel-Clot

El método LAL (Limulus Amebocyte Lisate) se fundamenta en la afinidad de las
endotoxinas por el Factor C presente en los amebocitos de Limulus esta interaccion activa
a este factor C el cual va desencadenar una reaccion en cascada culminando con la
formacion de un codgulo (presencia de coagulina). A esta reaccion se le puede afiadir un
sustrato cromdgeno para mejorar la visibilidad del producto generado. (22) La
sensibilidad del grado de deteccion del método de Gel-Clot (Limite de deteccion) debe

estar entre 2y 0.5 A (2)

3.7 Condiciones de esterilizacion — Ministerio de Salud - Peru
En el documento Técnico “Manual de Desinfeccion y Esterilizacion -20217 —
RD 183 2021 D HNDM. 2021. Ministerio de Salud Pert (1), se establecen las
siguientes condiciones de esterilizacion para los procesos de autoclavado:

e 121°Cy 16 psi porl5 minutos

e 134°Cy 30 psi por 3 minutos
Se establecieron dos condiciones con diferentes condiciones térmicas debido a la
variabilidad de resistencia térmica de los materiales a esterilizar es asi que materiales

como el latex, caucho o silicona se pueden deformar a tiempos largos de esterilizacion.
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4.-PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

A nivel hospitalario de Peru se utilizan controles de calidad como indicadores biologicos
en las cargas de esterilizacion para 121°C por 15 minutos y 134°C por 3 minutos, con lo
cual se controla que los procesos sean estériles, sin embargo, los controles de calidad
actuales de esterilizacion como bio-indicadores de Bacillus stearothermophilus no tienen
alcance sobre los residuos bacterianos resistentes al calor himedo como endotoxinas en
las cuales para su deteccion pueden usarse métodos biologicos como el Gel-Clot. La
muerte celular inducida por el vapor mediante la alteracion de las estructuras celulares y
la coagulacion de las proteinas durante la esterilizacion por autoclave puede generar la
liberacion de endotoxinas resistentes a la esterilizacion. Asi también se ha reportado la
liberacion de endotoxinas tras la muerte de una bacteria Gram-negativa, durante la
produccion de productos biofarmacéuticos recombinantes, estos incluyen
esterilizaciones, filtracion esterilizante, etc, esto ain mas posible en un ambiente
hospitalario donde la presencia de bacterias Gram-negativas portadoras de endotoxinas
bacterianas representan el 60.4% del total de microrganismos aislados (25). La presencia
de endotoxinas bacterianas en materiales esterilizados puede generar problemas serios de
salud en personas usuarias de estos materiales, de acuerdo a Lundin J.(2009) (7), estos
efectos se incluyen fiebre, escalofrios, neumonitis toxica, sintomas respiratorios y en el
peor de los casos shock séptico el cual desencadena una reaccion inflamatoria severa con
subsecuente disfuncion organica fatal representando hasta un 46% como causa terminal
de muerte de pacientes hospitalizados (24), razén por cual se plantea ejecutar el presente
trabajo para la deteccion de posibles endotoxinas liberadas por muerte celular tras la
esterilizacion para cada una de las condiciones recomendadas por el Ministerio de Salud

— Peru.
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5.-JUSTIFICACION DEL ESTUDIO.

Este trabajo pretende ampliar los conocimientos sobre como la esterilizacion por
autoclave bajo las condiciones 121°C por 15 minutos y 134°C por 3 minutos pueden
favorecer la liberacion de endotoxinas .Siendo el autoclavado un procedimiento rutinario
no sélo en el ambito hospitalario/clinico si no también sectores como la industria
farmacéutica y la biofarmacéutica en los cuales tampoco existe un control de endotoxinas
tras la esterilizacion, es asi que los resultados de este trabajo pueden ser tomados como
base para establecer medidas de control y mitigacion sobre una potencial contaminacion
de endotoxinas por muerte celular inducida por calor himedo, que el caso del ambiente
hospitalario generan cuadros clinicos graves de shock séptico que representan hasta en un

46% de muerte debido a esta causa.

6.-HIPOTESIS
En la esterilizacién mediante autoclave realizada bajo las condiciones recomendadas por
el Ministerio de Salud- Pert se detecta la liberacién de endotoxinas bacterianas de

inoculos estandarizados dispuestos dentro de materiales hospitalarios.

7.-OBJETIVOS

7.1 Objetivo general:

Detectar la liberacion de endotoxinas bacterianas de indculos estandarizados dispuestos
dentro de materiales hospitalarios por induccién del proceso de autoclavado bajos las

condiciones recomendadas por el Ministerio de Salud-Pert.
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7.2 Objetivos especificos:

Determinar la concentracion bacteriana de inoculos E. coli ATCC8739 y S. enterica
ATCC 14028.

Ejecutar la prueba de distribucion de calor inicial de la cdmara de la autoclave a 121°C'y
134°C y verificar que la temperatura de esterilizacion se mantenga homogénea en cada

ciclo de esterilizacion usado.

Evaluar la presencia de endotoxinas bacterianas de inoculos estandarizados de E. coli
ATCCS8739 y S. enterica ATCC 14028 mediante el método Gel clot antes de ser

sometidas a un proceso de esterilizacion.

Evaluar la presencia de endotoxinas bacterianas de indculos estandarizados E. coli
ATCC8739 y S. enterica ATCC 14028 dispuestos dentro de materiales hospitalarios
mediante el método Gel clot después de la esterilizacion en autoclave bajo la condicion

de 121°C por 15 minutos.

Evaluar la presencia de endotoxinas bacterianas de indculos estandarizados E. coli
ATCCS8739 y S. enterica ATCC 14028 dispuestos dentro de materiales hospitalarios
mediante el método Gel clot después de la esterilizacion en autoclave bajo la condicion

de 134°C por 3 minutos.

Comparar en funcién de la condicién térmica (121°C y 134°C) y tipo de indculo
estandarizado (E. coli ATCC8739y S. enterica ATCC 14028) el porcentaje de positividad

para la liberacion de endotoxinas.
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8.- METODOLOGIA

8.1 Diseio de estudio:

Es un disefio descriptivo observacional transversal, el estudio fue desarrollado en un
ambiente simulado en Laboratorios Farmacéutico Transnacional TEV A Pert, ubicado en
la Avenida La Molina 135 Ate- Lima -Peri, TEVA Peru cuenta con certificaciéon en
Buenas Practicas de Manufactura y Buenas Practicas de Laboratorio incluyendo estudios

microbiologicos.

El estudio realizado es una medicion indirecta de la liberacion de endotoxinas sobre los
materiales hospitalarios, debido a medidas de bioseguridad propias del laboratorio
gjecutante y materiales hospitalarios, se usaron viales sellados con indculos
estandarizados de E. coli ATCC8739 y S. enterica ATCC 14028 introducidos dentro de
las cargas de materiales hospitalarios tales como ropa estéril, equipos de sutura, apositos
e instrumentacidn quirdrgica, esta condicion nos permite evaluar de manera controlada
y segura el efecto de la induccion de la esterilizacion por autoclave sobre la liberacion de
las endotoxinas presentes en la estructura celular de los indculos, mitigando el riesgo de
contaminacion por endotoxinas liberadas sobre la superficie del autoclave y materiales

hospitalarios reutilizables como equipos de sutura e instrumentacion quirdrgica.

8.2 Caracteristicas de la autoclave:

MARCA FEDEGARI
MODELO FO05 / Tipo Horizontal
NUMERO DE SERIE NF-1039
CAPACIDAD INTERNA (ESPACIO) 3900 L

PRESION DE OPERACION 0,35 a 35 PSI
TEMPERATURA DE OPERACION 100 °C - 121 °C
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8.3 Principio de funcionamiento:

El equipo opera haciendo uso del suministro de vapor generado por el Caldero de Vapor.
Cuenta con 01 (un) controlador l6gico programable (PLC) utilizado para controlar de
manera automatica los distintos procesos que se llevan a cabo en el equipo junto con sus
variables criticas tales como temperatura, tiempo y presion Estd disefiado para operar
dentro de rangos de presion, temperatura y tiempo (variables criticas) previamente
definidos. Los valores asignados a cada una de las variables criticas estdn indicados en
cada una de las recetas previamente almacenadas en el PLC, las cuales pueden ser
descargadas/grabadas desde el software SCADA (Supervisory Control and Data
Acquisition) por el operador cada vez que se requiera iniciar un ciclo de esterilizacion. El
ciclo de esterilizacion esta dividido en 04 (cuatro) etapas: 1) Calentamiento de chaqueta;

2) Recalentamiento; 3) Esterilizacion y; 4) Secado.

Figura 1.- Vista frontal de autoclave Fedegari 03-073

8.4 Operacionalizacion de las variables:

La operacionalizacion de las variables se indican en la Tabla 1.
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Tabla 1.-Operacionalizacion de las variables

Definicion Definicion Tipo
Variable Dato Instrumento
Teorica operativa Estadistico
Parametro 1
(121°Cx 15 o
Pardmetros del ) Cualitativo | Termometro
) ) Temperatura minutos) .
Independiente | ciclo de ] nominal PT100
) y tiempo Pardmetro 2 ] ]
esterilizacion dicotomica Crondmetro
(134°Cx 3
minutos)
Positivo (+)
Mayor a 0.015
Presencia de ) EU/mL Cualitativo
. i Formacion . .
Dependiente Endotoxinas nominal Visual
) de Coagulo ) ) )
bacterianas Negativo (-) dicotémica

Menor a 0.015
EU/mL

Nota 1: 0.015 EU/mL representa el menor valor de sensibilidad posible de la

prueba para obtener un resultado positivo.

Nota 2: La variable independiente es cualitativa debido a que representa dos

posibles categorias sin orden de jerarquia (Pardmetro 1 o Pardmetro 2)

8.5 Tamano de muestra:

Para el calculo del tamafno de muestra se consider6 que los resultados se expresan en

términos de proporcion (variable dicotdmica), para poder obtener el valor de la muestra

se consider6: Debido a que se desconoce la prevalencia de la presencia de endotoxinas

bacterianas inducidas por esterilizacion se asume un tamafio de muestra con una

prevalencia simétrica alrededor del 50%, asi también se asume un error absoluto de

muestreo del 5%. Se hizo uso del software Epidat.4.2 para el calculo del tamafio de

muestra:
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[1] Tamaiios de muestra. Proporcion:

Datos:

Tamano de la poblacion: o

Proporcion esperada: 50,000%
Nivel de confianza: 95,0%
Efecto de disefio: 1,0

Resultados:

Precision (%)|Tamafno de la muestra
5,000 385

El tamafio de muestra resultd 385 viales conteniendo a las bacterias E.coli 'y S. enterica

los cuales seran distribuidos de acuerdo a la Tabla 2.

Tabla 2.-Tamafio de muestras y grupos

Condicion de
Ino6culo Muestra (viales) Grupos
esterilizacion
Sin esterilizacion E. coli 99 11 ciclos por 9 viales
198
Sin esterilizacion S. enterica 99 11 ciclos por 9 viales
121 °C x 15 min E. coli 45 5 ciclos por 9 viales
121 °C x 15 min S. enterica 54 6 ciclos por 9 viales
198
134°C x 3 min E. coli 54 6 ciclos por 9 viales
134°C x 3 min S. enterica 45 5 ciclos por 9 viales
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Volumen

Base Interna

8.6 Distribucion de los viales por cada grupo:

La totalidad de ubicaciones para un volumen de ocupacion maximo, considerando 8
vértices de un cubo mas un punto central fue de 9, de esta manera todo el volumen interno
de la camara de la autoclave fue cubierto con 9 viales (la autoclave es de tipo cubica). Se
tomo el criterio de distribucion de sensores para calibracion de medios isotérmicos del
procedimiento PC-018 “Procedimiento para la calibracion o caracterizacion de medios

termostaticos con aire como medio termostatico” de INDECOPI 2009. (23)

‘—{ Largo del Vohunen Interno }—.

PLANO SUPERIOR.
Alto del
Velumen

Figura 2.-Plano de distribucion — grupo

8.7 Preparacion de inoculos estandarizados:
Cepa de E. coli: Numero de referencia: ATCC 8739; lote: 483-1306; fecha de expiracion:

2024-12-31; fuente: Microbiologics.
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Cepa de Salmonella enterica: Numero de referencia: ATCC14028; lote: 363-621;
fecha de expiracion: 2024-09-30; fuente: Microbiologics.

Las cepas E. coliy S. enterica, fueron cultivadas en agar TSA inclinado e incubados por
48 h, a 32,5 °C +/- 2,5 °C. Luego, las células bacterianas fueron suspendidas y
homogenizadas en 10 mL de solucion amortiguadora pH 7.2 estéril en un vial estéril. Este
proceso fue replicado hasta la obtencion de 198 indculos de E. coli'y 198 de S. enterica.
La concentracion bacteriana de los indculos preparados fue determinada mediante la
lectura de transmitancia en el espectrofotometro (Modelo: 4001/4 NS: 35GC297037
codigo interno ESPEC-08) a una longitud de onda de 600 nm, considerando que para E.
coli los valores de transmitancia entre T% 58 a 62 equivalen a 3.0 x 10® ufc/mL y para S.
enterica los valores de transmitancia entre T% 58 a 62 equivalen a 1.6 x 10% ufc/mL, estas
especificaciones en base al procedimiento interno validado del laboratorio ejecutante
TEVA Pert S.A. (Ver Anexo 1 “Reporte de validacion del método microbioldgico para
el procedimiento de estandarizacion de indculo RV-(MIC-INS-012-02)-00 aprobado el
2017-11-08”.Los valores de transmitancia nos permitieron estandarizar los indculos por
medio de la lectura de luz que no es absorbida por los indculos y es captada por el equipo
traducida en porcentaje. Los resultados fueron reportados en el formato CDC-RGT-011
v7 “Registro de uso de Equipos” Lectura de transmitancia — Indculos E. coli y S. enterica.

Laboratorio Microbiologia -Teva Perti. Ver Anexo 2.

8.8 Envasado de indculos de cepas E.coli y S.enterica:

Ciento noventa y ocho viales con inoculos de E.coli (3.0 x 10 ufc/mL) y 198 viales de
S.enterica (1.6 x 10% ufc/mL) fueron envasados usando la técnica del pirosellado (figura
3) en viales en el area estéril (figura 4) del Laboratorio De Teva Peru (Fecha 2024-09-

25).
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; :

Inéculos
envasados

Figura 4.-Viales con indculos

La distribucion de los viales envasados fue el siguiente:

e 99 viales con E.coli y 99 viales con S. enterica no fueron esterilizados y procesadas
para el analisis de endotoxinas directamente.

e 45 viales con E.coli y 54 viales con S. enterica fueron esterilizados a 121°C x 15

minutos.

e 54 viales con E.coli y 45 viales con S. enterica fueron esterilizados a 134°C x 3 min
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8.9 Prueba de distribucion de calor:

Las dos condiciones de esterilizacion se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3.-Configuracion del proceso de esterilizacion

CONFIGURACION DE CICLO PROGRAMADO

NOMBRE DE RANGO DE
RECETA CALENTA. DE PRE- ESTERLIZACION | SECADO | PRESIO | @ eolon (Ps)
CHAQUETA (s) CA"E"(rTn‘?r']")"ENTO (°C x min) (min) | N (psi)
121°Cx 15 25 5 min 121°C X151 45 min | 16 psi | 13,0162 psi
min min
134°C x 3 min 2s 5 min 134°Cx3min | 5min | 18 psi | 27.0-32,0psi

La prueba de distribucion de calor en camara vacia indica que todas las ubicaciones dentro
del autoclave mantienen una temperatura y presion de esterilizacion estable, garantizando
que al ubicar las ampollas de los indculos de bacterias en diferentes ubicaciones de la
carga estén sometidas a las mismas condiciones estables de temperatura. Para este proceso
fueron usados sensores tipo K unidos a un instrumento de adquisicion de datos para
validacion térmica Marca Kaye, modelo X2015, nimero de serie: 20080023 y el sensor
patron Sensor Patron Modelo M2801 / IRTD-400, nimero de Serie: FO501Los sensores
de temperatura fueron ubicados en las posiciones indicadas en la figura 5, tras los cuales

se ejecutaron 3 ciclos de esterilizacion para evaluar su distribucion de calor.
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Sensores de control
y registro

-

Nivel 6

Nivel 5

Nivel 4
Coche

Anterior

Coche
Fosterior

Nivel 3

Nivel 2

Nivel 1

Drenaje

Figura 5.-Distribucion de sensores- camara vacia de autoclave

8.10 Carga hospitalaria:
La carga hospitalaria usada para los procesos de esterilizacion consto de:
v Uniformes estériles
v Equipos de curacion
v’ Instrumentacion quirGrgica y equipos de sutura
v' Campos simples y fenestrados y apositos
La distribucion de los sensores e indculos dentro de la carga hospitalaria en cada ciclo de
esterilizacion se muestra en la Tabla 4. En cada posicion se agregd dentro de un material

hospitalario: 1 sensor de temperatura y 1 vial de inoculo de E. coli o S. enterica
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Tabla 4.-Ubicacion de sensores dentro de carga hospitalaria

Carga Hospitalaria Sensor Nivel Posicion

Apodsitos 01 1 Adelante; izquierda; dentro de apositos

Campos simples y fenestrados. 02 1 Adelante; derecha; dentro de campos
simples y fenestrados.

Equipo de curacién 03 5 Adelgt}te; izquierda; dentro equipo de
curacion

Uniformes estériles 04 5 Atr,zlg; derecha; dentro de uniformes
estériles

Ropa de sala de operaciones 05 ) Adelante; dere.cha; dentro de ropa de
sala de operaciones

Instrumentacion quirtrgica 06 2 Atras, 1zqule?(,1a; de.n'fro d ¢
instrumentacion quirurgica

Equipo de sutura 07 6 Atras; izquierda; dentro de equipos de
sutura

Equipos de sutura 08 6 Atras; derecha; dentro de equipos de
sutura

Uniformes estériles 09 3 Adelante; derecha; dentro de uniformes

estériles

Nivel 6

Nivel 5

Nivel 4

Nivel 3

Nivel 2

Nivel 1

Figura 6 -Distribucion de sensores e indculos dentro de la carga hospitalaria
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8.11 Esterilizacion de indculos:

La cantidad de ciclos y viales por tipo de indculo se muestra en la Tabla 5.

Tabla 5.-Distribucion de ciclos de esterilizacion por tipo de indculo

Condicion de

oo, Indculo Muestra

esterilizacion

o . E. coli (3.0 x 10% ufc/mL) 45 viales
121°Cx 15 min 99 (5 ciclos por 9 viales)

o . S. enterica (1.6 x 108 ufc/mL) viales 54 viales
121°Cx 15 min 198 (6 ciclos por 9 viales)

R . E. coli (3.0 x 108 ufc/mL) viales 54 viales
134°C'x 3 min 99 (6 ciclos por 9 viales)

- 3 . -
134°C x 3 min S. enterica (1.6 x 10° ufc/mL) viales . 45 viales .
(5 ciclos por 9 viales)

Los procesos de esterilizacion se indican en la Tabla 6.

Tabla 6.-Fechas de esterilizacion

Condicién Cepa Cantidad Ne Cantidad de viales de Fecha de
de Ciclos ciclo inéculo Esterilizacion
1 9 viales de E.coli 2024-09-26
. 2 9 viales de E.coli 2024-09-26
5 ciclos
E. coli por 9 3 9 viales de E.coli 2024-09-26
viales 4 9 viales de E.coli 2024-09-26
. 5 9 viales de E.coli 2024-09-26
Esterilizado
121°Cx 15 1 9 viales de S. enterica 2024-09-26
min 2 9 viales de S. enterica 2024-09-26
6 ciclos 3 9 viales de S. enterica 2024-09-27
S. enterica | por 9 4 9 viales de S. enterica 2024-09-27
viales
5 9 viales de S. enterica 2024-09-27
6 9 viales de S. enterica 2024-09-27
1 9 viales de E.coli 2024-10-01
2 9 viales de E.coli 2024-10-01
6 ciclos 3 9 viales de E.coli 2024-10-01
E. coli por9 4 9 viales de E.coli 2024-10-01
viales
. 5 9 viales de E.coli 2024-10-01
Esterilizado
134°Cx 3 6 9 viales de E.coli 2024-10-01
min 1 9 viales de S. enterica 2024-10-01
. 2 9 viales de S. enterica 2024-10-01
5 ciclos
S enterica por 9 3 9 viales de S. enterica 2024-10-01
viales 4 9 viales de S. enterica 2024-10-01
5 9 viales de S. enterica 2024-10-01
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Los datos de tiempo y temperatura de cada ciclo de esterilizacion fueron obtenidos de los
reportes de esterilizacion emitidos por equipo KAYE VALIDATOR NS: 1408016 del

area Asuntos Técnicos y Cientificos -Teva Pert. Ver Anexo 3.

8.12 Analisis de endotoxinas:
Los viales con in6culos sin esterilizacion y los viales con indculos obtenidos de los
procesos de esterilizacion fueron sometidos al anélisis de endotoxinas por el método Gel

Clot.

Método Gel Clot
Para dicho anélisis se usaron los siguientes patrones y reactivos:
Control negativo: El control negativo fue 200 pL de agua LAL (agua apirdgena);

catalogo: WP1001/WP100C; lote: AJ30766296; fecha de expiracion: 2026-11-30.

Control positivo: Estandar Endotoxina — E. coli (E. coli strain 055: B5); lote: EM34942;
fecha de vencimiento: Abril-2027; Concentracion de trabajo: 5000 EU/5mL,10EU/ml,

1EU/mL,20 A (0.6 EU/mL).

Estandar Endotoxina: Sa/monella enterica (Salmonella enterica serotype enteritidis —
purified by phenol extraction) lote: L0611; fecha de vencimiento: enero 2027;
Concentracion de trabajo: 500000 EU/mg, 0.0lmg EU/5mL, 10EU/ml, 1EU/mL, 20 A

(0.6 EU/mL).

Los controles estandar de endotoxina (CSE) de E coli 'y S. enterica, fueron reconstituidos

con 5 mL de agua LAL; siendo la concentracion de endotoxina por vial 5000 EU/5mL
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o 1000 EU/mL (en su defecto diluir hasta 1000 EU/mL). El CSE fue guardado en
refrigeracion a una temperatura de 2 °C a 8 °C, por no mas de 4 semanas después de
reconstituido. En el momento de su uso, el CSE fue diluido a una concentracioén de 20A

de acuerdo a lo indicado en la Tabla 7, donde A es la sensibilidad del reactivo LAL

Tabla 7.-Diluciones de control positivo

Solucién inicial Agua LAL Concentracion Solucion final
0,1 mL Sol. A 9,9 mL 10 EU/mL Sol. B
0,5 mL Sol. B 4,5 mL 1 EU/mL Sol. C
3mL Sol. C 2mL 0,6 EU/mL Sol. D (201)
0,5mL Sol. D 4,5mL 0,06 EU/mL Sol. E (2))

La Sol. D con una concentracién de 207, fue nuestra dilucion de trabajo, 10 puL de la

solucion D fue anadido a los controles positivos en cada ensayo

Reactivo LAL: Lote: R1242L; fecha de expiracion: noviembre 2026; El tapon del
reactivo LAL(Endosafe®) fue abierto lentamente eliminando el vacio, cuidando de no
contaminar el vial, se afiadi6 5,2 mL de Agua LAL y se dejo el vial en reposo a
temperatura ambiente hasta que se disuelva por completo por si solo. Se retird el tapon y
reemplazado por parafilm y quedando listo para su certificacion. A partir de la Sol. E, se
prepararon tubos despirogenados 10x75 mm por cuadriplicado para cada dilucion de
control estdndar de endotoxina (2 A, A, A /2 y A /4) y el control negativo por duplicado,

segun la figura 7.
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Dlanco 23, s i Clomimar 100 uL

.
T 0 0%
10gul {
de agna O

LAl

O OO0

AT
100 agna LAL
v A=0.03
v A/2=0.015
v A/4=10.0075

Figura 7. Diluciones de certificacion de reactivo LAL

En los primeros cuatro tubos se anadié 100 uL de la dilucion correspondiente al control

estdndar de endotoxina 2 A y en los otros tubos se afiadié 100 pL de agua LAL. Se

realizaron diluciones sucesivas desde A hasta A /4 y de este Gltimo se elimin6 100 pL. de

la solucion. Finalmente, a todos los tubos se adicionaron 100 pL de reactivo LAL

(Endosafe®) con la ayuda de una micropipeta.

Se agitaron lo tubos golpeando suavemente la gradilla en la palma de la mano por

aproximadamente 10 segundos, luego fueron llevados a bafio maria 37 °C +/- 1 °C por

60 +/- 2 min, para finalmente leer los resultados segun lo siguiente:

Formacion de coagulo (+)

No formacion de coagulo (-)

Se calculd la sensibilidad determinando el promedio geométrico del valor de las

sensibilidades (PGS):
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Antilog (Sumatoria log sensibilidades)
PGS = 4
La potencia calculada del reactivo LAL fue de: PGS: 0.03 EU/mL, cumpliendo lo

requerido 2 A (0.06), >= PGS >= A/2 (0.015) confirmando la sensibilidad del reactivo

conforme. (Ver Anexo 4).

Analisis de endotoxinas de los in6culos sin esterilizar y esterilizados:

Los viales fueron homogenizados usando un vortex por un minuto e incubados a
temperatura ambiente por 1 minuto, 0,1 mL del contenido de un vial y 0,1 mL de reactivo
LAL (Endosafe®) fueron mezclados en un nuevo tubo. La mezcla fue homogenizada
golpeando los tubos en la palma de la mano por aproximadamente 10 segundos y fueron
llevados a bafio maria 37 °C +/- 1 °C por 60 +/- 2 min, tras la cual se leyeron los resultados
segun lo siguiente:

Formacion de coagulo (+)

No formacion de coagulo (-)

Figura 8.- Resultado positivo para la formacion de codgulo

Los analisis de endotoxinas se llevaron en las fechas indicadas en la Tabla 8

28



Tabla 8.-Fechas de analisis de endotoxinas

Condicién Cepa Grupo Cantidad Muestra Fecha de
Analisis de viales Analisis

de inéculo Endotoxinas

CONTROL POSITIVO E. coli 2024-10-02

CONTROL POSITIVO S. enterica 2024-10-02

CONTROL NEGATIVO 2024-10-02

1 9 viales EC1/198 — EC9/198 2024-10-02

2 9 viales EC10/198 — EC18/198 2024-10-02

3 9 viales EC19/198 — EC27/198 2024-10-03

4 9 viales EC28/198 — EC36/198 2024-10-03

5 9 viales EC37/198 — EC45/198 2024-10-04

E. coli 6 9 viales EC46/198 — EC54/198 2024-10-04

7 9 viales EC55/198 — EC63/198 2024-10-07

8 9 viales EC64/198 — EC72/198 2024-10-07

Si 9 9 viales EC73/198 — EC81/198 2024-10-09
Elsllerilizaci()n 10 9 viales EC82/198 — EC90/198 2024-10-09
11 9 viales EC91/198 — EC99/198 2024-10-10

12 9 viales SE1/198 — SE9/198 2024-10-10

13 9 viales SE10/198 — SE18/198 2024-10-11

14 9 viales SE19/198 — SE27/198 2024-10-11

15 9 viales SE28/198 — SE36/198 2024-10-14

S 16 9 viales SE37/198 — SE45/198 2024-10-14

e;zterica 17 9 v%ales SE46/198 — SE54/198 2024-10-15

18 9 viales SE55/198 — SE63/198 2024-10-15

19 9 viales SE64/198 — SE72/198 2024-10-16

20 9 viales SE73/198 — SE81/198 2024-10-16

21 9 viales SE82/198 — SE90/198 2024-10-17

22 9 viales SE91/198 — SE99/198 2024-10-17

CONTROL POSITIVO E. coli 2024-10-18

CONTROL POSITIVO S. enterica 2024-10-18

CONTROL NEGATIVO 2024-10-18

23 9 viales EC100/198 — EC108/198 2024-10-18

24 9 viales EC109/198 — EC117/198 2024-10-18

- E. coli 25 9 viales EC118/198 — EC126/198 2024-10-21
Ieriizado 26 9 viales | ECI27/198 — ECI35/198 | 2024-10.21
min 27 9 viales EC136/198 — EC144/198 2024-10-22
28 9 viales SE100/198 — SE108/198 2024-10-22

29 9 viales SE109/198 — SE117/198 2024-10-23

S. 30 9 viales SE118/198 — SE126/198 2024-10-23

enterica 31 9 viales SE127/198 — SE135/198 2024-10-24

32 9 viales SE136/198 — SE144/198 2024-10-24

33 9 viales SE145/198 — SE153/198 2024-10-25

CONTROL POSITIVO E. coli 2024-10-25

CONTROL POSITIVO S. enterica 2024-10-25

CONTROL NEGATIVO 2024-10-25

34 9 viales EC145/198 — EC153/198 2024-10-25

35 9 viales EC154/198 — EC162/198 2024-10-28

Esterilizado E coli 36 9 v%ales EC163/198 — EC171/198 2024-10-28
134°C x 3 37 9 v¥ales EC172/198 — EC180/198 2024-10-29
min 38 9 viales EC181/198 — EC189/198 2024-10-29
39 9 viales EC190/198 — EC198/198 2024-10-30

40 9 viales SE154/198 — SE162/198 2024-10-30

S 41 9 viales SE163/198 — SE171/198 2024-10-31

e;zterica 42 9 v%ales SE172/198 — SE180/198 2024-10-31

43 9 viales SE181/198 — SE189/198 2024-11-01

44 9 viales SE190/198 — SE198/198 2024-11-01

Leyenda: +=Formacién de coagulo

- =No Formacién de coagulo
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Los resultados de analisis de endotoxinas fueron reportados en el formato MIC-RGT-039
v4 “Registro de prueba de endotoxinas bacterianas”. Laboratorio Microbiologia -Teva

Pert. Ver Anexo 5.

8.13 Analisis estadisticos:
Para el analisis estadistico se considerd un analisis de proporciones para 1 variable
dicotomica.

e X=viales positivos a endotoxinas

e Y=9 viales (total).

Porcentaje de positividad

El porcentaje de positividad en cada condicion fue determinado dividiendo el numero de
viales positivos a la endotoxina sobre el nimero total de viales (9 viales), este valor fue
expresado en porcentaje.
Las condiciones fueron las siguientes

Grupo A: Inéculo de E. coli sin esterilizar

Grupo B: Indculo de S. enterica sin esterilizar

Grupo C: Indculo de E. coli esterilizado a 121°C x 15 minutos

Grupo D: Inéculo de S. enterica esterilizado a 121°C x 15 minutos

Grupo E: Inéculo de E. coli esterilizado a 134°C x 3 minutos

Grupo F: Inoculo de S. enterica esterilizado a 134°C x 3 minutos

Las medias del porcentaje de positividad de cada condicion fueron comparados usando el

método de t student en el programa JMP version 16 (nivel de significancia 0.05). Los

resultados fueron reportados de acuerdo a la Tabla 9:

30



Promedio % de positividad entre cepas sin esterilizacion (A vs B)

2. Promedio % de positividad entre cepas con esterilizacion a 121°C (C vs D)
Promedio % de positividad entre cepas con esterilizacion a 134°C (E vs F)
4. Promedio % de positividad entre para E.coli entre 121°Cy 134°C (C vs E)
Promedio % de positividad entre para S. enterica entre 121°Cy 134°C (D vs

F)

Tabla 9.-Reporte de resultados

Condiciéon Cepa % de positivos por % de positivos | % de positivos
condicién por cepa por grupo

(X1/9)*100

(X2/9)*100

(X3/9)*100

(X4/9)*100

(X5/9)*100

E. coli Promedio (A) (X6/9)*100

(X7/9)*100

(X8/9)*100

(X9/9)*100

(X10/9)*¥100

Sin (X11/9)*100

Esterilizacion Promedio (G) (Y1/9)*100

(Y2/9)*100

(Y3/9)*100

(Y4/9)*100

(Y5/9)*100

S. enterica Promedio (B) (Y6/9)*100

(Y7/9)*100

(Y8/9)*100

(Y9/9)*100

(Y10/9)*100

(Y11/9)*100

(E1/9)*100

(E2/9)*100

E. coli Promedio (C) (E3/9)*100

(E4/9)*100

(E5/9)*100

E ili 121
sterilizado Promedio (H) (ES1/9)*100

°C x 15 min (ES2/9)*100

(ES3/9)*100

S. enterica Promedio (D) (ES4/9)*100

(ES5/9)*100

(ES6/9)*100

Promedio (J) (D1/9)*100

(D2/9)*100

Promedio (E) (D3/9)*100

E. coli (D4/9)*100

(D5/9)*100

Esterilizado Promedio (1) (D6/9)*100

134°C x 3 min (F1/9)*100

(F2/9)*100

S. enterica Promedio (F) (F3/9)*100

(F4/9)*100

(F5/9)*100
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8.14 Consideraciones éticas:
Este estudio no involucr6 a humanos o animales durante su ejecucion, el proyecto obtuvo
la aprobacion del Comité Institucional de Etica (CIE) de la Universidad Peruana Cayetano

Heredia (Codigo de inscripcion 212248, Constancia N° CAR-DUARI-288-23).

8.15 Bioseguridad:

La ejecucion de la presente investigacion se desarroll en el Laboratorio TEVA PERU el
cual cuenta con el certificado de BPM/BPL (Buenas Practicas de Manufactura/ Buenas
Practicas de Laboratorio) vigente emitido por DIGEMID (Direcciéon General de
Medicamentos, Insumos y Drogas), el laboratorio cuenta con un nivel de bioseguridad
nivel 2, ademas de areas clasificadas tipo D con HEPAs ductos, control de diferenciales
de presion, control de temperatura y humedad, asi como acceso restringido. De acuerdo
ANEXO I: Clasificacion de microorganismos segiin Grupos de Riesgo (OMS, Manual de
Bioseguridad en Laboratorios, 3era Edicion, 2005), los microorganismos usados E. coli
ATCC8739y S. enterica ATCC 14028 pertenecen al grupo de Riesgo II, el manejo de las
cepas se realizé dentro de una sala clase D con el uso de la cabina de bioseguridad marca
Labconco “Purifer Logic” SN 101234725 B. Para el ingreso al area de analisis se contd
con los siguientes EPP: Guantes de latex, mandil blanco desechable, mascarilla, toca y
lentes de seguridad, para la descontaminaciéon de mesas, equipos, vidrios, manos,
superficies de acero inoxidable se us6 alcohol etilico al 70% y para el caso de techos
paredes, pisos, puertas, etc, se uséd cloruro de benzalconio al 5%. La destruccion de las
muestras usadas fue mediante una doble esterilizacion en autoclave bajo la condicion de
121°C x 45 minutos, para la disposicion de los estos residuos peligrosos, se usaron dobles

bolsas rojas selladas de acuerdo a la segregacion de los residuos por colores. Una vez
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segregados fueron trasladados a zona de acopio para que la empresa especializada

KANNAY S.A.C. el cual procedio6 con su tratamiento de eliminacion.
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9.- RESULTADOS

9.1 Determinacion de la concentracion bacteriana de los indculos:

Los resultados de la transmitancia de 198 in6culos E. coli preparados entre 2024-09-09
al 2024-09-23 son mostrados en la Figura 9, en todos los casos se observan valores de
transmitancia entre 58% a 62%, este porcentaje representa la cantidad de luz que
atraveso la preparacion del indculo a 600nm en el espectrofotometro y es equivalente a
la turbidez producida por una concentracion bacteriana de E. coli a 3.0 x 103 ufc/mL,
en este sentido todos los indculos de E.coli presentaron concentraciones equivalentes a

3.0 x 10® ufc/mL.

Transmitancia %- Inoculos E.coli

197
190
183
176
169
162
155
148
141
134
127
120
113
106
99
92
85
78
71
64
57
50
43
36
29
22
15

56 57 58 59 60 61 62

Transmitancia entre 58% a 62%

Figura 9.-Transmitancia de indculos E. coli
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Los resultados de la transmitancia de 198 in6culos S. enterica, preparados entre 2024-
09-09 al 2024-09-23 son mostrados en la Figura 10, en todos los casos se observan
valores de transmitancia entre 58% a 62%, este porcentaje representa la cantidad de luz
que atravesd la preparacion del inoculo a 600nm en el espectrofotometro y es
equivalente a la turbidez producida por una concentracion bacteriana de S. enterica a 1.6
x 10% ufc/mL, en este sentido todos los indculos de S. enterica presentaron

concentraciones equivalentes a 1.6 x 10® ufc/mL.

Transmitancia % - Inoculos S. enterica

193
187
181
175
169
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157
151
145
139
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127
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115
109
103
97
91
85
79
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67
61
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31
25
19
13

56 57 58 59 60 61 62

|

Transmitancia entre 58% a 62%

Figura 10.-Transmitancia inoculos S. enterica
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9.2 Prueba de distribucion de calor:
Los resultados de distribucion térmica de los 3 ciclos de esterilizacion a 121°C x 15

minutos y 134°C x 3 minutos se muestran en la Tabla 10 y 11 respectivamente:

Tabla 10.-Resultados de distribucion de calor (121°C)

Temperatura: 121°C
DATOS Tiempo: 15 min

1° Ciclo 2° Ciclo 3° Ciclo
Sensor 1 121,93 121,68 121,59
Sensor 2 121,79 121,56 121,47
Sensor 3 121,87 121,64 121,55
Sensor 4 121,92 121,69 121,61
Sensor 5 121,85 121,61 121,52
Sensor 6 121,95 121,70 121,61
Sensor 7 121,82 121,58 121,49
Sensor 8 121,92 121,68 121,60
Sensor 9 121,97 121,71 121,63
Temperatura promedio. 121,89°C 121,65°C 121,56°C
Maxima desviacion 0,97°C 0,71°C 0,63°C
Sensor registrador 121°C 121°C 121°C

Tabla 11.-Resultados de distribucion de calor (134°C)

Temperatura: 134°C
DATOS Tiempo: 3 min

1° Ciclo 2° Ciclo 3° Ciclo
Sensor 1 133,96 133,62 133,40
Sensor 2 133,89 133,57 133,35
Sensor 3 133,89 133,59 133,36
Sensor 4 133,85 133,57 133,34
Sensor 5 133,82 133,57 133,34
Sensor 6 133,79 133,56 133,33
Sensor 7 133,78 133,56 133,33
Sensor 8 133,82 133,56 133,34
Sensor 9 133,88 133,61 133,39
Temperatura promedio. 133,85°C 133,58°C 133,35°C
Maxima desviacion 0,96°C 0,62°C 0,40°C
Sensor registrador 134°C 134°C 134°C
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En base a los resultados obtenidos se confirmé que el calor se distribuyd de manera
homogénea dentro de la cdmara de la autoclave para las condiciones de 121°C y 134°C
(promedio dentro del121°C +/-1°C y 134°C +/-1°C), por lo tanto, el sistema se encontrd
APTO para proseguir con las pruebas con carga hospitalaria para la deteccion de

endotoxinas liberadas

9.3 Temperatura y tiempo en cada proceso de esterilizacion:

Los resultados de temperatura y tiempo de cada proceso de esterilizacion se indican en la

Tabla 12.
Tabla 12.-Resultados de tiempo y temperatura de esterilizacion
Condiciéon Cepa Cantidad Ne T° T° T° Tiempo de
de Ciclos | Ciclo Base Minima Maxima | Exposicion
1 121°C | 121.16°C | 121.30°C | 15 minutos
2 121°C | 121.08°C | 121.22°C | 15 minutos
5 ciclos - . - -
E coli por 9 3 121°C | 121.04°C | 121.18°C | 15 minutos
viales 4 121°C | 121.11°C | 121.25°C | 15 minutos
5 121°C | 121.38°C | 121.53°C | 15 minutos
Esterilizado - - - -
121°C x 15 1 121°C 121.10°C | 121.22°C | 15 minutos
min 2 121°C | 121.09°C | 121.23°C | 15 minutos
s 6 ciclos 3 121°C | 121.19°C | 121.34°C | 15 minutos
enterica por 9 4 121°C | 121.11°C | 121.24°C | 15 minutos
viales
5 121°C | 121.06°C | 121.20°C | 15 minutos
6 121°C | 121.10°C | 121.23°C | 15 minutos
1 134°C | 133.44°C | 133.60°C 3 minutos
2 134°C | 133.00°C | 133.04°C 3 minutos
6 ciclos 3 134°C | 133.27°C | 133.29°C 3 minutos
E. coli por 9 4 134°C | 133.42°C | 133.45°C | 3 minutos
viales
5 134°C | 133.26°C | 133.29°C | 3 minutos
Esterilizado - - - .
134°Cx 3 6 134°C | 133.23°C | 133.25°C | 3 minutos
min 1 134°C | 133.24°C | 133.26°C | 3 minutos
2 134°C | 133.41°C | 133.43°C | 3 minutos
5 ciclos
S. por 9 3 134°C | 133.19°C | 133.23°C | 3 minutos
enterica .
viales 4 134°C | 133.19°C | 133.21°C 3 minutos
5 134°C | 133.21°C | 133.24°C 3 minutos
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En todos los casos la temperatura alcanzada para cada ciclo de esterilizacion se mantuvo

homogénea y fue la necesaria para lograr la inactivacion y destruccion bacteriana.

9.4 Analisis de endotoxinas:
El porcentaje de positividad de la presencia de endotoxinas por grupos se indican en la

Tabla 13.

Tabla 13.- Porcentaje de positividad de presencia de endotoxinas por grupos

Gr,upt.) s ez % de positivos % de o
Analisis Condicién Cepa por condicién pos1tc1evI()): por % de positivos por grupo
1 0% 9(-);0(hH)
2 0% 9(-);0(hH)
3 0% 9(-);0(H)
4 0% 9();0(H)
5 0% 9();0(H)
6 E. coli o 0% 9(;0(+)
7 0% 9();0(H)
8 0% 9(-);0(hH)
9 0% 9(-);0(H)
10 0% 9(-);0(hH)
11 sin 0% 0% 9(-)0(+)
12 Esterilizacion G) 0% 9(-);0(+)
13 0% 9();0(H)
14 0% 9(-10()
15 0% 9(-:0(H)
16 0% 9(-);0()
17 jnterica ?]03/()) 0% 70RO
18 0% 9(-10()
19 0% 9(-);0(+)
20 0% 9();0(+)
21 0% 9(-);0(+)
22 0% 9();0(+)
23 55.6% 4(-)5()
24 Esterilizado 46.8% | 27.8% 33.3% 44.4% : (_)f ‘M
25 121°Cx15 | £ coli o () © 1.1% 811
26 | ™0 44.4% 54 ()
27 11.1% 8 () 1(+)
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28
29
30
31
32
33

S.
enterica

34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44

Esterilizado
134°C x 3 min

E. coli

S.

enterica

55.6% 4(-);5()

22.2% 7(%2()

22.2% 11.1% 8(¢-)1(H

@) 11.1% §(k1()

22.2% 7(%2()

11.1% 8(-51()

66.7% 3(-):6(+)

88.9% LG:8 ()

75(%% 77.8% j 8 Z g;
66.7% ;

77.8% 20:57()

65(.17)% 77.8% 2017

55.6% (x5

55.6% 33.3% i 8 j E:
(F) 44.4% b

66.7% 3(-);6()

77.8% 2(-);7(H)

Leyenda: + =Presencia de endotoxinas
- = Ausencia de endotoxinas

La trazabilidad de los resultados del porcentaje de positividad de presencia de

endotoxinas por grupos se indica en el Anexo 5.

Los resultados de deteccidon de endotoxinas se indican en la Tabla 14.

Tabla 14.-Resultados de deteccion de endotoxinas

Deteccion de Endotoxina

Condicién Cepa Positivos/Total (Sensibilidad)
E. coli 0%
Sin Esterilizacion

S. enterica 0%

E. coli 15/45 (33.3%)
Esterilizado 121 °C x 15
min

S. enterica 12/54 (22.2%)

E. coli 34/54 (75.9%)
Esterilizado 134°C x 3 min
S. enterica 25/45 (55.6%)
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9.5 Comparacion de los % de positividad entre grupos

Promedio % de positividad entre cepas sin esterilizacion (A vs B).No hay diferencia
entre los grupos A y B, por lo tanto no existe % porcentaje de positividad en los grupos

no sometidos a esterilizacion.

Promedio % de positividad entre cepas con esterilizacion a 121°C (C vs D). No hay
diferencia estadisticamente significativa entre los grupos C y D (El valor p=0.3694 (Prob

> |t|) es mayor a 0.05).

Promedio % de positividad entre cepas con esterilizacion a 134°C (E vs F)No hay

diferencia estadisticamente significativa entre los grupos E y F (El valor p =0.0589 (Prob

> |t|) es mayor a 0.05).
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Promedio % de positividad entre para E.coli entre 121°C y 134°C (C vs E)

El porcentaje de liberacion de endotoxinas de E.coli es mayor a 134°C (valor p =0.0074

(Prob < |t|) es menor a 0.05).

Promedio % de positividad entre para S. enterica entre 121°C y 134°C (D vs F)

La diferencia estadisticaentre los grupos D y F es significativa (valor p = 0.0123 (Prob <

t|) es menor a 0.05). Por lo tanto el porcentaje de liberacion de endotoxinas para S.

enterica_entre 121°C y 134°C tiene diferencias estadisticamente significativas.

Tabla 15.-Resultados comparativos del promedio de positividad

Condicién 1 Condicién 2 p-value Resultado

A B - Sin variacion
(E.coli sin esterilizacion) (S.enterica sin esterilizacion)

¢ D 0.3694 Sin deferencias estadisticamente significativas
(E.coli a121°Cx 15min) (S.enterica a 121°Cx 15min) ’ &

E F 0.0589 Sin deferencias estadisticamente significativas
(E.coli a134°Cx 3min) (S.enterica a 134°Cx 3min) ’ g

C E 0.0074 El porcentaje de positividad de endotoxinas de
(E.coli a 121°Cx 15min) (E.coli a 134°Cx 3min) ’ E.coli es mayor a 134°C

D F 00123 El porcentaje de positividad de endotoxinas de

(S.enterica a 121°Cx 15min)

(S.enterica a 134°Cx 3min)

S. enterica es mayor a 134°C

41




10.-DISCUSION

Todos los inoculos preparados de E.coli y S. enterica evidenciaron valores de
transmitancia entre 58%-62%, correspondientes a las concentraciones estandarizadas
determinadas, asi también las pruebas de distribucion de calor en la autoclave fue
conforme con variaciones de temperatura menores a 1°C, los resultados para la deteccion
de la liberacion de endotoxinas mostraron que en todos los inodculos E.coli y S. enterica
sometidos a procesos de esterilizacion ya sea a 121°C y 134°C se detecto resultados
positivos para la liberacion de endotoxinas con porcentajes de positividad que varian entre
el 11.1% hasta 88.9%, respectivamente; aumentando el porcentaje de positividad de la
liberacion de endotoxinas en funcion de la temperatura esterilizacion y sin impacto por el
tipo de bacteria Gram-negativa sometida a esterilizacion.

Se considerd la eleccion de las bacterias Gram negativas Escherichia coli 'y Salmonella
enterica como parte del estudio debido a que al ser mds ubicuas en el ambiente
hospitalario (apropiadamente el 35% microrganismos aislados en pacientes
hospitalizados) (25) tienen una mayor probabilidad de formar parte del bioburden de los
materiales hospitalarios y por ende mayor probabilidad de liberacion de endotoxinas tras
la esterilizacién, si bien es cierto que no se cuenta con informacion sobre las
concentraciones aproximadas del bioburden de estas bacterias en materiales hospitalarios
sin esterilizacion incluso sucios, se ha considerado concentraciones peores casos
reportados en asilamientos de bioburden de materiales sucios sin esterilizacion en la
industria farmacéutica, dichas concentracion fueron validadas por el laboratorio de apoyo
ejecutante. Ver Anexo 1.

La induccion de la liberacion de endotoxinas por autoclavado se dio bajo mismas
condiciones de tipo de material hospitalario, disposicion espacial de muestras y

concentracion de inoculos variando unicamente el tiempo y temperatura de cada
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condicion evaluada, si bien es cierto que los inodculos estandarizados fueron dispuestos
dentro de los materiales hospitalarios con diferente composicién y grado de porosidad,
esta variacion no afectd los resultados obtenidos debido a que previamente se ha
demostrado mediante la prueba de distribucion de calor que todas las zonas de la
autoclave mantienen una temperatura con una variacion no mayor 1°C garantizando que
los in6culos fueron afectados bajo la misma condicion térmica.

Los resultados obtenidos para el analisis de endotoxinas de los indculos de E. coli
ATCCS8739 y S. enterica ATCC 14028 antes de ser sometidas a un proceso de
esterilizacion, no presentan variacion ni diferencia estadisticamente significativa, en
todos los casos no se detecta la liberacion de endotoxinas al medio, confirmando que la
membrana externa donde se encuentra anclada la endotoxina no ha sufrido lisis o dafio
alguno, este resultado era el esperado debido a que es necesario el dafio celular para la
liberacion de endotoxinas, en este caso los indculos no fueron sometidos a ningin
proceso térmico previo al analisis.

Para el caso de los indculos E. coli 'y S. enterica sometidos a procesos de esterilizacion
yaseaa 121°Cy 134°C en todos los casos se han evidenciado resultados positivos para
la deteccion de la liberacion de endotoxinas con porcentajes de positividad que varian
entre el 11.1% hasta 88.9% confirmando lo indicado por estudio de Mason Schneier
2020 (3), en la cual reportan que tras la muerte de una bacteria Gram-negativa, durante
la produccion de productos biofarmacéuticos recombinantes, se liberan endotoxinas en el
lisado. De acuerdo a nuestros resultados se evidencid un mayor porcentaje de positividad
de liberacion de endotoxinas en funcion al aumento de la temperatura de esterilizacion,
es asi que los inoculos sometidos a 121°C obtuvieron un % de positividad de liberacion
de endotoxinas de 27.8%, mientras que los indculos sometidos a 134°C de un 65.7%,

representando un aumento de casi 40% en el % positividad de liberacion de endotoxinas
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a 134°C. De la misma manera al realizar la discriminacion por el tipo de indculo podemos
ver que para el caso de E. coli se evidencian diferencias estadisticamente significativas
entre el % de positividad de liberacion de endotoxinas a 121°C y 134°C (valor p = 0.0074
(Prob < |t|) es menor a 0.05), asi también para el caso de S. enterica se evidencian
diferencias estadisticamente significativas entre el % de positividad liberacion de
endotoxinas a 121°C y 134°C (valor p = 0.0123 (Prob < [t|) es menor a 0.05). Estos
resultados nos demuestran que una mayor temperatura produce un mayor dafio en la
estructura celular generando un mayor porcentaje de lisis y por ende mayor liberacion de
endotoxinas al medio. Esta relacion entre una mayor ruptura celular y una mayor
liberacion de endotoxinas fue reportada en el en el estudio de Pérola O. titulado
“Lipopolysaccharide, LPS removal, Depyrogenation” 2010 (4).

En el estudio comparativo entre el porcentaje de positividad liberacion de endotoxinas
bajo la misma condicién térmica, podemos observar que, para el caso de 121°C, no
existen diferencias estadisticamente significativas del % de positividad liberacion de
endotoxinas entre los inoculos de S. enterica y E. coli (valor p = 0.3694 (Prob > |t|) es
mayor a 0.05), de la misma manera se evidencia para el caso de 134°C, tampoco existen
diferencias estadisticamente significativas del % de positividad liberacion de endotoxinas
entre los indculos de S. enterica 'y E. coli (valor p = 0.0589 (Prob > |t|) es mayor a 0.05).
De acuerdo a estos resultados podemos indicar que el tipo de bacteria Gram-negativa no
tiene mayor impacto sobre el % de positividad liberacion de endotoxina, demostrando
que en ambos grupos bajo la misma condicion térmica el % de positividad liberacion no
presenta diferencias estadisticamente significativas.

En base a los resultados podemos indicar que los procesos de esterilizacion llevados a
121°C y 134°C (especialmente a 134°C) conllevan a una fuente de introduccion de

endotoxinas en materiales médicos, este hecho confirma lo indicado por el estudio de
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Hongli Li 2016 (6), en la cual concluye que en el entorno del laboratorio, diferentes
fuentes pueden introducir la contaminacion por endotoxinas en los productos médicos,
incluidos el material de vidrio. Cabe sefialar que el % de positividad de liberacion de
endotoxinas aumenta en funcion de la temperatura de esterilizacion y no presenta
diferencias estadisticamente significativas en funcidon del tipo bacteria Gram-negativa

presente en el material.
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11.-CONCLUSIONES
Todos los in6culos preparados de E.coli y S. enterica presentaron concentraciones

bacterianas equivalentes a 3.0 x 10® ufc/mL y 1.6 x 10% ufc/mL respectivamente.

La prueba de distribucién de calor inicial demostré que la temperatura se distribuy6 de
manera homogénea dentro de la cdmara de la autoclave para las condiciones de 121°C y
134°C (promedio dentro de121°C +/-1°Cy 134°C +/-1°C). Asi mismo para cada ciclo de

esterilizacion la temperatura de esterilizacion se mantuvo uniforme.

No se detectd resultados positivos para la liberacion de endotoxinas en inoculos

estandarizados E.coli y S. enterica que no fueron sometidos a procesos de esterilizacion.

En los procesos de autoclavado bajos las condiciones recomendadas por el Ministerio de
Salud-Pera (121°C x 15 minutos y 134°C x 3 minutos) se detectd resultados positivos
para la liberacion de endotoxinas en los indculos estandarizados dispuestos dentro de

materiales hospitalarios.

En todos los casos para los indculos E.coli y S. enterica sometidos a procesos de
esterilizacion ya sea a 121°C y 134°C se detectd resultados positivos para la liberacion
de endotoxinas con porcentajes de positividad que varian entre el 11.1% hasta 88.9%,
respectivamente; aumentando el porcentaje de positividad de la liberacion de endotoxinas
en funcion de la temperatura esterilizacion y sin impacto por el tipo de bacteria Gram-

negativa sometida a esterilizacion.
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12.- RECOMENDACIONES

Se recomienda ampliar el estudio realizado con el uso de cepas nativas de los hospitales
y poder evaluar también la induccion de liberacion de endotoxinas con el uso de estas
cepas, asi también la bisqueda de nuevas tecnologias para la deteccion de endotoxinas
como parte del control de calidad de la esterilizacion.

Al MINSA se recomienda la actualizacion del documento técnico Manual de
Desinfeccion y Esterilizacion -2021” — RD 183 2021 D HNDM. 2021. Ministerio de
Salud Perd, detallando las medidas de contencidon frente a la contaminacion de
endotoxinas en los procesos de esterilizacion, se debe considerar una limpieza quimica
validada antes de los procesos de esterilizacion. Asi como una re-evaluacion de la
condicion de esterilizacion de 134°C la cual presenta un alto % de liberacion de

endotoxinas al medio.
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Anexo 1
Reporte de validacion del método microbiologico para el procedimiento de estandarizacion

de inéculo RV-(MIC-INS-012-02)-00

PARA EL PROCEDIMENTO DE ESTANDARIZACION DE INOCULg | Y {MICINS-012.02).00

B . REPORTE DE VALIDACION DEL METODO MICROBIOLOGICO

a DICTAMERN.

De acuerdo con los resultados obtenidos confrontados con los criterfos de aceptacidn establecidos en el
protocolo de validacian: FY-(MIC-INE-012)-00, los miembros del Equipo de Validaciones dictaming gue:

El concentraciones inferidas para la estandarizacién de inotulo que se detallan en el siguiente cuadra,
cumple ks criterios y encuentran validadas.

Microorganisme de pruska Ti%) Descripeidn (ufefml)
Baciivs sinkiiis ATCD 5633 -z 30x107
Kacuria rvzophia ATCC 0341 <hA-G2> 1.0 10"
:us:#n'omom Agnnpnss ATCC 5850 1.4 % 10°
Etaphylicoctus s ATCE G528 <5452 4.4 %107
Eacherichia col ATCE 8725 c55-62= iax 10
Salmaredi entdrics ATCC 14028 “5E-GIn LEx10°
Staphyiocacous spidamids ATCC <5E-f2> 5% 100
Aaperpies brastiansiz ATCO 16404 L Bl B 50K 10°
Candids atbizans ATCE 10231 <1014 3% 100
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Anexo 2

Formato CDC-RGT-011 v7 “Registro de uso de Equipos” Lectura de transmitancia —

Inoculos E. coli.y S. enterica Laboratorio Microbiologia -Teva Peru
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Anexo 3
Reporte de Esterilizacion equipo KAYE VALIDATOR NS: 1408016
121°C x 15 minutos

Group 1- G1 - Sensor Inputs

Vessel ID - SOP/Protocol Number -
Load Description -
Comment -
26-sep-2024
1-01 1-02 1-03 1-04 1-05 1-06 1-07 1-08 1-09 1-10 1-11 1-12
TO1 TO2 TO3 TO4 TOS TO6 TO7 TOB TO9 T10 T11 T12
10:19:02 ™" Start Qualffication ™™ Manual NICOLAS INGA
100.42 C 100.37 °C 10043 °C 10049 C 10042 °C 100.52°C 100.39 °C 100.50 C 10043 °C 10041 °C 10047 °C 10042 C
10:2000 100.35 C 100.20 °C 100.37 °C 100.43 °C 100.33°C 10046 °C 100.37 °C 100.44 °C 10038 °C 100.37 °C 100.44 C 10036 C
10:21:00 106.00 C 10529 °C 106.16 °C 105.78 °C 105.76 °C 106.05°C 108.09 °C 10559 C 106.23°C 106.31 C 106.14 C 10545 C
10:22.00 11298 C 11230 °C 113.16 °C 11281 C 11280°C 113.07 °C 11311 °C 11260 °C 11327 °C 113.33°C 11313 °C 11247 C
10:23.00 11893 C 11835°C 119.09°C 11881 C 11879°C 119.01°C 119.05°C 11863 °C 11917 °C 11923°C 119.07°C 11851 C
10:2400 121.75 C 121.55°C 121.77°C 121.76 C 121.72°C 121.81°C 121.72°C 121,711 C 12184 °C 12181 °C 12180 C 12160 C
10:24:14 *** Start Exposure *** Manual NICOLAS INGA
Start Interval: Exp Start
121.86 C 12170°C 121.85°C 121.88 °C 12181 °C 12191 °C 121.80°C 12184 °C 12190°C 12187 C 12188 C 121.75C
10:25:00 121.87 C 121.78°C 121.81 °C 12190 C 12181 °C 121.90°C 121.77°C 12189 °C 12184°C 121.80°C 12187 °C 12180 C
10:2600 12164 C 121.59°C 121.62°C 121.72°C 12163°C 121.73°C 12160 °C 121.74C 12167 °C 12163 °C 121.71C 12165 C
10:2700 121.50 C 12144 °C 12149 °C 12158 C 12149°C 121.58°C 12146°C 12159 °C 121.52°C 12149°C 12156 C 12151 C
10:28:00 121.39 C 121.33°C 121.37°C 12146 C 12137 C 12147 °C 12134 °C 12148°C 12141 °C 12138°C 12144 °C 12139 C
10:29:00 121.37 C 121.26 °C 121.30°C 12139 °C 121.29°C 121.39°C 121.26°C 12139°C 12133°C 12129°C 12136°C 12131 C
10:3000 121.21 C 12116 °C 121.21 °C 121290 C 121.21°C 12131 °C 12117 °C 121.30°C 12124°C 12121 °C 121.28°C 12122 C
10:3100 12115 °C 121.09°C 121.14°C 121.23°C 12115°C 121.23°C 12112°C 12124 °C 12117 °C 12114 °C 12122°C 12116 C
10:3200 121,10 C 121.05°C 121.10°C 12118 C 121.09°C 121.19°C 12106 °C 121.18°C 121.13°C 121.10°C 12117 C 121,11 C
10:33:00 121.13 C 121.02°C 121.06 °C 121.15°C 121.05°C 121.15°C 121.02°C 121.15°C 121.10°C 121.06 °C 121.13°C 12107 C
10:3400 121.01 C 12095°C 12101 °C 12110 °C 12101 *C 12111 °C 12098 °C 121.10°C 12105°C 121.02°C 121.08°C 12102 C
10:3500 12099 C 12093 °C 120,98 °C 121.07 C 120.87 C 121.08°C 12095 °C 121.07 C 12101 °C 12099 °C 121.05°C 12099 C
10:36:00 120.96 C 120.91 °C 120.95°C 121.04 C 12095°C 121.05°C 120.82°C 121.05°C 121.00°C 120.96 °C 121.04 T 12097 C
10:37.00 121.01 C 120.91 °C 120.95°C 121.03°C 12083 °C 121.03°C 12091 °C 121.04 ‘C 12098°C 12094 °C 121.01 °*C 120985 C
10:38:00 12093 C 120.87 °C 120.92°C 121.01 'C 12092 °C 121.01 °C 12089 °C 121.01 C 12095°C 12093 °C 12099 C 12093 C
10:39:00 120.93 C 120.85°C 120.91 °C 120.99 °C 120.90 *C 121.00°C 120.87 °C 12099 C 12094 °C 12092°C 12099 °C 12092 C
10:39:14 ™" End Exposure **" Manual NICOLAS INGA
Stop Interval: Exp End
12093 C 12085°C 12090 °C 12099 C 12090 °C 121.00°C 12087 *C 12099 °C 12096 °C 12092°C 12098 C 12092 C
10:4000 120.82 C 12077 *C 120.78 °C 120.85 °C 120.81 *C 120.86°C 12066 °C 12087 C 12079°C 12074 °C 12078 °C 12080 C
10:41:00 11099 C 111.91 °C 11057 °C 111.37 C 111.20°C 11098 °C 11057 C 111.72°C 11052°C 11030 °C 110.73°C 11170 C
10:4200 10075 C 101.42°C 10060 °C 101.16 °C 10092 °C 100.90 °C 100.70 °C 101.44 C 10051 °C 10042 °C 10087 C 10143 C
134°C x 3 minutos
Group 1 - sim 1 - Sensor Inputs
Vessel ID - SOP/Protocol Number -
Load Description -
Comment -
01-oct-2024
1-01 1-02 1-03 1-04 1-05 1-06 1-07 1-08 1-09 1-10 1-11 1-12
K01 K02 KO3 K04 K05 K06 K07 KoB K09 K10 K11 K12
09:25:18 *** Start Qualification *** Manual NICOLAS INGA
9358 °C 9362°C 9348°C 9350°C 9345°C 9342°C 9358°C 9373°C 9355°C 9361°C 9353°C 9373°C
09:26:00 91.83°C 9182°C 9188°C 9166°C 9160°C 91.50°C 9175°C 9190°C 9180°C 9188°C 91.73°C 9195<C
09:27:00 107.57 °C 107.08 °C 107.70 C 106.94 C 10742°C 107.20°C 105.90 C 105.08 °C 107.29 'C 106.94 °C 107.57 “C 106.23 C
09:28:00 13071 °C 130.28°C 131.42°C 131.21°C 131.28°C 13094 °C 129.94 C 128.83°C 13015 °C 12976 °C 13117 C 12974 C
09:20:00 134.09 °C 13394 °C 13417 C 13422 C 134.19°C 13399 °C 13404 C 133.97 C 13390 °C 133.87 °C 134.16 °C 133.98 C
09:30:00 133.04 °C 132.97 °C 132,04 C 13283 °C 132.89°C 13282°C 13288 ©C 132.98°C 13293 °C 13299 °C 132.95°C 13298 C
09:30:08 *** Start Exposure *** Manual NICOLAS INGA
Start Interval: Exp Start
133.02 C 13297 °C 13296 C 132.80 °C 13291 °C 132.85°C 132.88°C 132.96 °C 13298 °C 13299 °C 13298 °C 13299 C
09:31:00 13344 °C 13339 °C 13342 °C 13337 °C 13336°C 13331 °C 13328 °C 133.30°C 13337 C 13337 °C 13342°C 13339 °<C
09:32:00 13373 °C 13368 °C 13371 C 13368 C 13364°C 133590°C 133.58 C 133.61 °C 13367 C 13367 °C 13372°C 13371 C
09:33:00 13391 °C 13386 °C 133.89 C 133.84 C 133.82°C 13377 °C 13377 C 133.80°C 13385°C 13385°C 133.88°C 13390 C
09:33:08 *** End Exposure *™ Manual NICOLAS INGA
Stop Interval: Exp End
13392 °C 13388 °C 133.80°C 13385°C 133.82°C 13378 13378 °C 133.82°C 13386 °C 133.86°C 133.90°C 13391 <C
09:34:00 13382 °C 13377 °C 13376 C 133.73°C 133.70°C 133.66°C 13367 C 133.71°C 13372°C 13372°C 13376°C 13379 C
09:35:00 13133 °C 131.36°C 131.24 C 131.30°C 131.23°C 131.20°C 131.37 C 131.53°C 131.30°C 131.36°C 131.20°C 13149 C
09:36:00 127.51 °C 127.57 °C 127.37 C 127.44 C 127.37°C 127.36°C 12758 C 127.79°C 12751 °C 127.59 °C 127.44°C 12772 C
09:37:00 12357 "C 12364 °C 12343 °C 12348 °C 12342°C 12341 °C 12364 °C 123.87 °C 12358 C 12366 °C 123.50°C 12378 C
09:38:00 11973 °C 11977 °C 11954 C 11980 °C 119.52°C 11951 °C 11973 C 119.97 «C 11970°C 11977 °C 119.60 “C 119.88 C
09:39:00 11595 °C 116.01 °C 11580 C 11588 C 11579°C 11578°C 116.00 C 116.22°C 11596 C 116.03°C 115.83 C 116.15C
09:40:00 11236 °C 11242 °C 112.21 C 11226 C 11221 °C 11219°C 11239 °C 112.62°C 11237 °C 11245°C 112290 °C 11255 C
09:41:00 108.88 °C 10894 °C 10874 C 10878 C 108.72°C 10871 °C 108.92 C 109.13°C 10888 °C 10896 °C 108.82 °C 109.07 C
09:42:00 10561 °C 105.65 °C 10543 C 10547 C 10542°C 10540°C 10559 *C 105.81 °C 10557 C 105.65°C 105.51 *C 10574 C
09:43:00 10238 °C 10244 °C 102.24 C 10228 C 102.22°C 10221 °C 10241 ®C 102.62°C 10238 °C 10246 °C 102.32°C 10254 C
09:44:00 99.28°C 9933°C 99.14°C 9918°C 9313 °C 99.11°C 9930°C 9950°C 9927 °C 99.36°C 99.23°C 9944 C
09:45:00 9633°C 9640°C 9620°C 9623°C 9619°C 96.16°C 96.34°C 09654 °C 9633°C 9641°C 9628°C 9648 C
09:46:00 93.55°C 9358°C 9338°C 9341°C 9336°C 9335°C 9351°C ©371°C 9351°C 9357°C 9346°C 9366°C
09:47:00 9074°C 9080°C 9062°C 9066°C ©9060°C 90.59°C 9076°C 9094°C 09074°C 9082°C 9070°C 90.89<C
09:47:22 *** End Qualification *** Manual NICOLAS INGA
89.82°C 8986°C 8968°C 8970°C B966°C 8963°C 89.81°C 8999°C 8979°C 89.86°C 8975°C 89.93°C




Anexo 4
Certificacion de la Potencia y Registro de apertura y uso de Reactivo LAL MIC-RGT-041

v1 Laboratorio Microbiologia -Teva Peru

CONTROL DE CALIDAD
LTk VA Ja LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA
CERTIFICACION DE LA POTENCIA Y

REGISTRO DE APERTURA Y USO DEL REACTIVO LAL

Lote de Reactivo LAL ! RIWL Sensibilidad: Q.03 EU/mL

Lote del C. Estdndar Endot.: ¥ 34 94 L Fecha de ingreso: 2024048 \%

Lote de Agua LAL s W PLoo ) | wp joog  Fecha de verificacién: 2024 -0 -26

N'Vial:  © Fecha de Apertura: 2014 -uy-26  Fecha de Vencimiento: MawiFa s 2000

Método: GEL - CLOT

2A A 2 A3 Blanco
0,06 .03 [ANAINY Q. 001S lisoinl |
1
{ \ - ~ -
2
4 & + = =
3
+ 4 —_ -
4 —
‘t — —

Promedio Geométrico de Sensibilidades ( PGS )

Especificaciones USP vigente: 2A2PGS2A/2 ( OD.0b > PGS = 0,015)

Punto Final

1PF) Log PF
1 Ley 0,03 | =1,954
2 Log C0iv | -J3.%2
3 Luy ©03 - 4,52
1 Loy 0,00 ~ 3,22
3 Log PF - 6,08

Antilog (3 Log PF/4) = PGS = o o EU/mL




Anexo 5

Formato MIC-RGT-039 v4 “Registro de prueba de endotoxinas bacterianas”. Laboratorio

Microbiologia -Teva Pert
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Trazabilidad de los resultados del analisis de deteccion de endotoxinas

Anexo 6

Condicion Cepa Grupo Cantidad de Muestras Resultado
Analisis viales de
inoculo
CONTROL POSITIVO E. coli Q)
CONTROL POSITIVO S. enterica )
CONTROL NEGATIVO )
1 9 viales EC1/198 — EC9/198 9(-);0(+H)
) 9 viales EC10/198 — EC18/198 9(-);0(+)
3 9 viales EC19/198 — EC27/198 9(-);0(+H)
4 9 viales EC28/198 — EC36/198 9(-);0(+H
5 9 viales EC37/198 — EC45/198 9(-);0(+)
E. coli 6 9 viales EC46/198 — EC54/198 9(-);0(+
7 9 viales EC55/198 — EC63/198 9(-);0(+H
3 9 viales EC64/198 — EC72/198 9(-);0(+)
9 9 viales EC73/198 — EC81/198 9(-);0(+H
Sin 10 9 viales EC82/198 — EC90/198 | 9 (-); 0 (1)
Esterilizacion
11 9 viales EC91/198 — EC99/198 9(-);0(+H
12 9 viales SE1/198 — SE9/198 9(-);0(+)
13 9 viales SE10/198 — SE18/198 9(-);0(+)
14 9 viales SE19/198 — SE27/198 9(-);0(+H
15 9 viales SE28/198 — SE36/198 9(-);0(+)
16 9 viales SE37/198 — SE45/198 9(-);0(+)
S enterica 17 9 viales SE46/198 — SE54/198 9(-);0(+)
18 9 viales SE55/198 — SE63/198 9(-); 0(+)
19 9 viales SE64/198 — SE72/198 9(-);0(+)
20 9 viales SE73/198 — SE81/198 9(-);0(+)
21 9 viales SE82/198 — SE90/198 9(-);0(+)
22 9 viales SE91/198 — SE99/198 9(-);0(+)
CONTROL POSITIVO E. coli )
CONTROL POSITIVO S. enterica Q)
CONTROL NEGATIVO )
23 9 viales EC100/198 — EC108/198 | 4 (-);5 ()
24 9 viales EC109/198 —EC117/198 | 5(-);4 (H)
E. coli 25 9 viales EC118/198 — EC126/198 | 8(-);1(+)
Esterilizado 26 9 viales EC127/198 —EC135/198 | 5(-);4 (+)
rlnzirc x15 27 9 viales EC136/198 — EC144/198 | 8(-);1(+)
28 9 viales SE100/198 — SE108/198 | 4(-); 5 (+)
29 9 viales SE109/198 —SE117/198 | 7(-);2(+)
30 9 viales SE118/198 —SE126/198 | 8(-); 1 (+)
S. enterica 31 9 viales SE127/198 — SE135/198 | 8 (-); 1 (1)
32 9 viales SE136/198 —SE144/198 | 7(-);2 (+)
33 9 viales SE145/198 —SE153/198 | 8(-); 1 (+)




Esterilizado
134°C x 3 min

CONTROL POSITIVO E. coli

)

CONTROL POSITIVO S. enterica )
CONTROL NEGATIVO )
34 9 viales EC145/198 — EC153/198 | 3 (-); 6 (1)
35 9 viales EC154/198 —EC162/198 | 1(-);8 ()
36 9 viales EC163/198 — EC171/198 | 2 (-); 7 (1)
E. coli 37 9 viales EC172/198 — EC180/198 | 3 (-); 6 (1)
38 9 viales EC181/198 — EC189/198 | 2 (-); 7 (1)
39 9 viales EC190/198 — EC198/198 | 2 (-); 7 (1)
40 9 viales SE154/198 — SE162/198 | 4 (-5 ()
41 9 viales SE163/198 — SE171/198 | 6 (-); 3 (1)
Salmonella D) 9 viales SE172/198 — SE180/198 | 5 (-); 4 (1)
enterica
43 9 viales SE181/198 — SE189/198 | 3 (-); 6 (+)
44 9 viales SE190/198 — SE198/198 | 2 (-); 7 (1)

Leyenda:

+=Formacion de coagulo

- =No Formacién de coagulo




