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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue determinar la calidad microbiolégica del jarabe de
morfina elaborado en el drea de Farmacotecnia del departamento de Farmacia del
Hospital Nacional Edgardo Rebagliati Martins (HNERM), en Lima, Peru. El estudio es
descriptivo y de corte transversal, realizado entre los meses junio y julio del 2018. Se
tomaron muestras representativas de 5 lotes de jarabe de morfina. La evaluacion de
las muestras consistid en realizar el recuento total de microorganismos aerobios
(RTMA), recuento total combinado de hongos filamentosos y levaduras (RTCHL) y
determinar presencia de Escherichia coli mediante siembra en agar selectivo. Los
resultados mostraron un RTMA de 1,05 x 10% + 0,13 UFC/g (Fo,95=0,571); RTCHL 5,38
x 10%+ 1,43 UFC/g (Fo.905=4,095); ademas hubo ausencia de Escherichia coli. Segun el
recuento realizado, los valores hallados superan el limite maximo establecido por la
normativa vigente; lo que expresa, que el jarabe de morfina tiene una alta carga
microbiana pudiendo ser perjudicial para el consumidor. Se recomienda evaluar los
focos de contaminacion y realizar una intervencion para poder reducir la carga

microbiana para proteger la salud del consumidor.

Palabras clave: calidad microbiolégica, morfina, recuento microbiano, preparado

farmacéutico.



ABSTRACT

The objective of this work was to determine the microbiological quality of the morphine
syrup produced in the Pharmacotechnical area of the Pharmacy department of the
Edgardo Rebagliati Martins National Hospital (HNERM), in Lima, Peru. The study is
descriptive and cross-sectional, carried out between June and July 2018.
Representative samples were taken from 5 batches of morphine syrup. The evaluation
of the samples consisted in carrying out the total count of aerobic microorganisms
(RTMA), total combined count of filamentous fungi and yeasts (RTCHL) and
determining the presence of Escherichia coli by means of selective agar plating. The
results showed a RTMA of 1.05 x 103+ 0.13 cfu/g (F0.95 = 0.571); RTCHL 5.38 x 102
+ 1.43 cfu/g (F0.95 = 4.095); in addition, there was an absence of Escherichia coli.
According to the count carried out, the values found exceed the maximum limit
established by current regulations; which expresses that morphine syrup has a high
microbial load and can be harmful to the consumer. It is recommended to evaluate the
sources of contamination and carry out an intervention to reduce the microbial load to
protect the health of the consumer.

Keywords: microbiological quality, morphine, microbial count, pharmaceutical
preparation.



. INTRODUCCION

Antiguamente y durante mucho tiempo la Farmacotecnia ha sido una de las ciencias
farmacéuticas que facilita la administracién del medicamento, asegurando que los
pacientes reciban una atencion personalizada con la dosis exacta necesaria,
controlada y administrada por la via mas adecuada y, que ésta resulte estable, segura
y eficaz’.

En el Hospital Nacional Edgardo Rebagliati Martins (HNERM), el area de
Farmacotecnia desarrolla la importante labor de transformar el medicamento para
adaptar a las condiciones adecuadas al paciente. Sin embargo, la seguridad y
estabilidad de los preparados no esta garantizada.

En el 2017, para tratar y manejar el dolor agudo severo en los servicios de
Neonatologia y Pediatria del Hospital Rebagliati, los médicos optaron por la
administracion de morfina via oral, por su absorcidén y tolerabilidad; sin embargo,
debido al rango de edad que atienden esos servicios, los pacientes no pueden deglutir
las tabletas. Frente a esta problematica, el drea de Farmacotecnia del Hospital
Rebagliati, incluy6 la formulacion del Jarabe de Morfina; puesto que, hasta la fecha,
no existe esta presentacion en laboratorios nacionales.

Actualmente, en el hospital no existen estudios que demuestren la seguridad
microbioldgica de este preparado oficinal; motivo por el cual, con el presente estudio
se busca determinar la calidad microbiana del jarabe de morfina, para asi poder

garantizar la seguridad, evitando posibles infecciones o dafos.

Il. HIPOTESIS
No aplica



lll. OBJETIVOS

Objetivo general
Determinar la calidad microbiolégica del jarabe de morfina elaborado en el area

de Farmacotecnia del Hospital Nacional Edgardo Rebagliati Martins, Junio — Julio
2018.

Objetivos especificos

e Aplicar el andlisis organoléptico en las muestras de jarabe de morfina en
relacion al tiempo.
e Realizar el recuento total de microorganismos aerobios en el jarabe de morfina.

e Realizar el recuento total combinado de hongos filamentosos y levaduras en el
jarabe de morfina.

o Evaluar la presencia de Escherichia coli en el jarabe de morfina.



4.1

MARCO TEORICO

Antecedentes y fundamentacion cientifica, técnica o humanistica

4.1.1 Antecedentes nacionales

Mejia (2018), en su tesis de “Estabilidad de la férmula magistral de Omeprazol
explica en 20mg/5mL suspension oral. Ayacucho-2016”, tuvo como objetivo
determinar la estabilidad de una férmula magistral oral de Omeprazol elaborado
en el “Laboratorio Maspharma”, desarrolld6 su estudio siguiendo una
metodologia experimental — analitica, longitudinal y tomando como muestra 3
lotes del producto, en el cual se realizaron evaluaciones quimicas,
fisicoquimicas y microbiolégicas. Esta investigacion dio como resultado la
determinacién de la estabilidad del producto que variaba entre 7 a 14 dias a
temperatura ambiente, y en refrigeracion, una estabilidad promedio de 30 dias,

manteniendo su calidad microbiolégica, quimica y fisicoquimicaZ.

Loyola (2016), en su estudio “Estabilidad de una suspension extemporanea oral
de captopril 2mg/mL formulada en el servicio de Farmacotecnia del Hospital
Belén de Truijillo”, tuvo como finalidad determinar la estabilidad de una férmula
extemporanea de captopril, la cual fue desarrollada en el area de Farmacotecnia
del “Hospital Belén de Truijillo”; a su vez se comparo la estabilidad utilizando 2
vehiculos, (uno a base de jarabe simple + &cido ascérbico y otro con agua
destilada + acido ascorbico) y 2 envases inmediatos diferentes (de plastico
ambar y blanco). Desarrolld6 su metodologia longitudinal, analizando la
estabilidad quimica, fisicoquimica y microbioldgica; dando como resultado la
eleccion de un vehiculo (jarabe simple + acido ascorbico) que demostro
estabilidad de 28 dias en un envase de plastico y protegido de la luz a
temperatura de refrigeracion (6°C +2°C)3.



4.1.2. Antecedentes internacionales

Binson y colaboradores, en el 2017, en su estudio “Preparation and Physico-
Chemical Stability of Dexamethasone Oral Suspension”, desarrollaron una
suspension de dexametasona a base de acetato de Dexametasona en polvo y
una base para jarabe de Ora-Sweet® en combinacién con Ora-Plus®. El estudio
tuvo como objetivo determinar su estabilidad quimica, y microbiologica; para lo
cual el método empleado fue el analitico; sometieron las muestras a un control
de calidad tomando 6 lotes para el analisis. Fue un estudio longitudinal donde
se evalué su estabilidad fisicoquimica (evaluando factores organolépticos,
formacién de precipitados y Ph), quimica (mediante el uso de HPLC) y
microbioldgica; logrando demostrar que las formulaciones se encontraban
dentro de las especificaciones y no se produjo una degradacién significativa de
la dexametasona durante los 2 meses de la investigacion y siendo almacenada

a las temperaturas de 4+2°C y a 21 + 3°C 4.

En el 2016, el Centro Hospitalar Cova da Beira (Portugal), en la investigacion
“Microbiological quality control of non-sterile compounded medicines prepared
in a Portuguese hospital centre”, Palmeira de Oliveira y colaboradores, tuvieron
como objetivo evaluar las preparaciones no estériles, su calidad
inmediatamente posterior a su elaboracion hasta la fecha de caducidad
establecida. Realizaron un control de calidad microbiolégica a 392 muestras,
que correspondieron a 24 diferentes preparados oficinales, para su analisis,
basaron su metodologia en las monografias de la Farmacopea Europea. Las
formulaciones que se encontraban dentro de las especificaciones, permitieron
garantizar su calidad y seguridad de uso. Asi también, dos formulaciones no se
encontraban dentro de los limites establecidos, esto facilito la identificacion y el
reemplazo de éstas ya que demostraron no ser estables durante todo el periodo
de almacenamiento; ademas, se implementé en el hospital un control mensual
de andlisis microbiolégicos en muestras de los medicamentos seleccionados

aleatoriamente?®.



En el mismo ano (2016), Cabafnas y colaboradores, en su investigacion
“Microbiological quality of pediatric oral liquid formulations”, indicé que el area
de Farmacotecnologia del Hospital Vall d’Hebron realizé un estudio con 5
formulaciones orales liquidas, las cuales presentaban estudios de estabilidad
fisicoquimica y cuyo objetivo era demostrar y garantizar su estabilidad
microbiolégica. Fue un estudio longitudinal, donde se tomaban muestras
semanalmente hasta llegar a su periodo de caducidad. Obteniendo como
resultado que ninguna muestra estuvo contaminada durante su
almacenamiento previo y posterior a su apertura durante 14 dias, esto debido
al uso de envases previamente esterilizados y al uso de conservantes en las

formulaciones®.

En el Complejo Hospitalario Universitario Santiago de Compostela, Martinez y
colaboradores, en su investigacion “Evaluaciéon de Estabilidad de Sulfato de
Morfina Oral en una Especialidad Farmacéutica Comercial”, evaluaron, con
ayuda de un espectrofotdmetro y un bafo termostatizado, la estabilidad de una
solucién oral de morfina (en una presentacién de ampolla en unidosis) a dos
temperaturas y en cuatro tiempos diferentes; asi como la estabilidad
microbioldgica una vez abierta la ampolla almacenada en la nevera. En su
estudio, se logré determinar tanto la estabilidad del principio activo como su
carga microbiana, concluyendo que hubo una pérdida no mayor al 5% y sin

presencia de contaminacion’.

4.2 Conceptos basicos

4.2.1. Preparados farmacéuticos
Estos preparados pueden ser:
a. Especialidad farmacéutica
b. Preparado o formula magistral

c. Preparado o férmula oficinal



a. Especialidad farmacéutica

Es aquel producto medicamentoso con actividad terapéutica con una posologia
especifica y forma farmacéutica y composicion definida, ademas ésta debe
estar acondicionada para la dispensacién al usuario externo (familiar o paciente)
y registrado en el documento de “Especialidades Farmacéuticas” 8.

b. Preparados magistrales

Es todo medicamento preparado en un ambiente adecuado, dirigido y
personalizado Unicamente a un paciente, elaborado por un Quimico
Farmacéutico o bajo su direccidén, conforme a férmulas prescritas por
profesionales legalmente habilitados para hacerlo, con gran detalle en las
sustancias medicinales que formaran parte del preparado, segun las normas
técnicas y cientificas del arte farmacéutico, y siendo finalmente dispensado en
una farmacia o servicio farmacéutico, y brindando la correcta informacién al
usuario 8.

c. Preparaciones oficinales

Es aquel medicamento preparado por el profesional farmacéutico o bajo su
direccidén, entregado al paciente en la oficina o servicio farmacéutico,
enumerado y desarrollado en formularios o farmacopeas oficiales, destinando
la entrega directa a los enfermos que dicha farmacia o servicio farmacéutico
abastece. Ademas, existen férmulas magistrales tipificadas por su comun y
frecuente uso, que son agregadas a los formularios de las instituciones (como
lo es en el caso del “Jarabe de morfina”) &.

Las ventajas de los preparados oficinales son:

Que se puede administrar medicamentos en dosis y presentaciones no
disponibles en el mercado.

Asociar principios activos con el fin de mejorar eficacia terapéutica.

Elaborar preparados excluyendo excipientes que puedan producir alergias o
que se encuentren contraindicados en cierta poblacion.

Para todo preparado farmacéutico, segun Gabriel y Quispe (2004), “el
profesional encargado debe tener en consideracion: Propiedades
farmacodinamicas, finalidad terapéutica, toxicidad, reacciones adversas,

10



caracteristicas  farmacocinéticas (dosis, intervalo de dosificacién),
caracteristicas  del  paciente, costo, aspectos  biofarmacéuticos
(biodisponibilidad, vias de administracién) y aspectos fisicoquimicos y
farmacotécnicos (cristalinidad, polimorfismo, puntos de fusién, solubilidad,
fluidez, estabilidad, compatibilidad)” °.

La elaboracion de productos magistrales debe realizarse en una oficina
farmacéutica con sus areas correctamente identificadas, logrando reducir la
contaminacion cruzada, asi también, el establecimiento debe tener un tamafno
adecuado para evitar riesgos de confusion y también contaminacion; la
temperatura y humedad deben ser controladas segun la naturaleza de los
productos a manejar en dicha area; el suministro y naturaleza del agua deben
cefirse a la normativa nacional y estar dentro de los estandares; y uno de los
principales puntos también, es realizar los correspondientes despejes de linea

al iniciar cada nuevo preparado %",

4.2.2. Jarabe de morfina
La morfina esta indicada en el tratamiento prolongado del dolor crénico intenso
y para el alivio de los dolores postoperatorios. Las presentaciones que se
encuentran actualmente a nivel nacional son via Intravenosa, en ampolla y via

oral como tabletas™@.

En paises del continente europeo, se encuentra la forma farmacéutica de jarabe
o soluciones orales en monodosis para aquellos pacientes con incapacidad de
deglucién, pacientes en unidad de cuidados criticos, pacientes pediatricos o
neonatales.

Debido a la ausencia de la presentacion del jarabe a nivel nacional, el area de
Farmacotecnia del HNERM, ha incorporado la férmula magistral del jarabe de
morfina, tomando como principales componentes morfina y jarabe simple.
Debido a que la morfina es de caracteristica opiacea y narcoética, es un producto
fiscalizado en todas sus presentaciones y son declaradas en el cuaderno de
narcéticos segun Ley, cada intervalo de tiempo frente al Organo Regulador
(Digemid)'3.
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4.2.3. Estabilidad
La Farmacopea Americana 41 (USP-41, por sus siglas en inglés) define la
estabilidad, como “el estado en que una sustancia o producto farmacéutico se
mantiene dentro de sus especificaciones bajo la influencia de una variedad de
factores ambientales tales como la temperatura, humedad y luz, ademas de los

componentes en su formulacion y el envase que lo contiene”'4.

En un estudio de estabilidad, principalmente se pueden mencionar tres tipos de
estabilidad fundamentales:

- Estabilidad fisicoquimica: Se refiere a evitar cambios en su estado fisico,
organolépticamente y en el estado de acidez de su medio (pH).

- Estabilidad quimica: Se refiere a evitar la alteracién molecular o estructural
por factores como las reacciones de oxidacion, reduccidn, hidrélisis,
factores bioquimicos, fotdlisis y/o racemizacion.

- Estabilidad microbioldgica: Se refiere a evitar la alteracion significativa en el
namero de microorganismos (bacterias, mohos, levaduras, virus, etc.)

dentro de la formulacién.

4.2.4. Calidad microbioldgica
En los preparados farmacéuticos no estériles, la presencia de agentes
contaminantes puede afectar la actividad terapéutica del producto, como la
misma salud del paciente. Por este motivo, la industria farmacéutica, controla la
carga microbiana, mediante un control ambiental, limpieza y equipos de areas
de fabricacién, asi como la implementacién y cumplimiento de las buenas
practicas de manufactura (BPM) y de laboratorio (BPL) .
La carga microbioldgica de un preparado farmacéutico debe permanecer dentro
de los limites establecidos segun la normativa vigente, actualmente es la USP-
41 14,
El jarabe al ser una preparacion farmacéutica no estéril, puede estar expuesto
a una contaminacién microbiana; por lo que los fabricantes deben asegurar una
baja carga en estas soluciones.
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4.2.4.1 Método del recuento microbiano

La USP-41, en el recuento microbiano de productos no estériles, lo expone de
la siguiente manera'#:

“Cuando se indica un criterio de aceptacion para la calidad microbiolégica,

interpretar de la siguiente manera”:

- 10" UFC: recuento maximo aceptable = 20

- 102 UFC: recuento maximo aceptable = 200

- 108 UFC: recuento méaximo aceptable = 2000; etc.

Tabla 1. Criterios de aceptacion para la calidad microbiolégica de productos

farmacéuticos no estériles.

Recuento total
Recuento total .
combinado de

Via de microorganismos . Microorganismo(s)
. N . hongos filamentosos ..
administracion aerobios (UFC /g especifico(s)
y levaduras (UFC /g o
o UFC /mL)
UFC /mL)

Preparaciones  no . o
Ausencia de Escherichia

acuosas para uso 3 2
P 10 10 coli (1g 0 1mL)
oral.
Preparaciones . .
Ausencia de Escherichia
acuosas para uso 102 101 ]
coli(1go 1mL)
oral
Ausencia de
Uso rectal 103 102 Staphylococcus  aureus
(1go 1mL)
Ausencia de
Uso oromucosal 102 10! Pseudomonas

aeruginosa (1g o 1mL)

Fuente: Adaptado de la USP-41. Vol 5 <1111> Examen microbiolégico de productos no
estériles: criterios de aceptacion para preparaciones farmacéuticas y sustancias de uso
farmacéutico; p.7821.
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Recuento total de microorganismos aerobios (RTMA)

Los microorganismos aerobios son aquellos que presentan crecimiento en
condiciones normales (aerobias, de 20 a 40°C), en este tipo de
microorganismos pueden estar células patdgenas, asi como pueden estar
ausentes. Perilla (2013) afirma que “el recuento se realiza con el fin de
determinar la carga bacteriana en una muestra determinada, la calidad del
producto, condiciones higiénicas y manipulaciéon del producto durante la
elaboracion” 2,

En la interpretacion del recuento de aerobios hay ciertos factores que deben ser
considerados??:

- Este recuento es sélo de células bacterianas vivas.

- Este recuento no diferencia tipos de bacterias.

Especificaciones: Segun la Farmacopea de los Estados Unidos 41 (USP-41),
los productos farmacéuticos no estériles, como soluciones orales, la cantidad
de aerobios no excede de 102 UFC /g (tabla 1)

Recuento total combinado de hongos filamentosos y levaduras (RTCHL)
La finalidad de este método de andlisis se efectla por las caracteristicas de los
hongos 0 mohos, pues no solo ocasionan la descomposicion de los alimentos y
productos sino también, pueden generar toxinas, y éstas al ser consumidas
resultan téxicas para el ser humano o animal. En el caso de las levaduras no
existe registro de enfermedades al consumidor; sin embargo, afecta la calidad
del producto.

Perilla (2013) afirma que “el recuento se realiza con el fin de poder determinar
la carga microbiol6gica de mohos y levaduras en el producto a investigar con
una muestra representativa y asi verificar la calidad del producto”’,

En esta prueba se procede de la misma manera que el método de recuento de
microorganismos aerobios, a diferencia que los organismos a determinarse son

mohos y levaduras y para esto se utiliza el medio agar dextrosa Sabouraud.
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Especificaciones: Segun la USP-41, los productos farmacéuticos no estériles,
como soluciones orales, en el recuento de mohos los valores maximos no
pueden exceder de 10" UFC /g .

Prueba de microorganismos especificos:

Como su nombre lo menciona, consiste en demostrar la presencia de ciertos
microorganismos que por su naturaleza o metabolismo son reconocidos en
medios selectivos. Estos microorganismos son: Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella sp. y Candida
albicans.

- Determinacion de Escherichia coli.

Por ser una enterobacteria, el “habitat natural” de esta bacteria es en los
intestinos de los animales, incluido el hombre. La importancia de la
determinacién e identificacién de E. coli en una muestra resulta de utilidad
pues expresaria una contaminacion fecal por mala manipulacion del
operario. Asi también, la contaminacién de un producto con E. coli, implicaria
una posibilidad adversa donde dicho producto pueda contener alguna otra
especie patogénica entérica de consideracion que pueda ocasionar algun
riesgo para la salud®s.

Analisis microbioldgico: Se utiliza el TSB (caldo soya- tripticasa), que es un
medio digerido de soja y caseina, es un medio liquido para enriquecimiento
de uso general utilizado en procedimientos cualitativos para la prueba de
esterilidad y para el enriquecimiento y cultivo de microorganismos aerobios
no exigentes en exceso, como lo es la E. coli 2425,

Una vez incubado, si se observa crecimiento, se procede al sembrado un
medio selectivo, como lo es el Agar Mc Conkey, en este medio las colonias
de E. coli y algunas coliformes serdn de un color rosa a rojo (las E. coli
pudiendo estar rodeadas de una zona con precipitacion de bilis) 2325, Para
su identificacion mas especifica, se pueden realizar pruebas bioquimicas,
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utilizando el método IMVIC, donde para E. coli los resultados serian: Indol
(+), rojo de metilo (+), Voges — Proskauer (-) y citrato (-) %2.

- Determinacién de Staphylocccus aureus

El procedimiento es el mismo para la determinacion de E. coli, diluirlo en
caldo TSB; sin embargo, el medio de cultivo utilizado es el agar manitol
salado e incubarlo a 37°C por 18- 72 horas. El crecimiento de colonias
amarillas o blancas rodeadas de una zona amarilla, indica la presencia de

S. aureus.'@

- Determinacion de Pseudomonas aeruginosa

Después de diluir en caldo TSB, se subcultiva en una placa de agar
cetrimida de 30 — 35°C por 18-72 horas. Si hay un crecimiento de colonias
indicaria la posible presencia de Pseudomonas aeruginosa. En Agar Mac
Conkey genera colonias incoloras o blancas, indicando que no fermenta

lactosa.?

- Determinacion de Salmonella sp.

De la misma manera se procede para la determinacién de Salmonellay el
medio donde se subcultiva es el agar xilosa lisina desoxicolato de 30-35°C
por 18-72 horas. El crecimiento de colonias bien desarrolladas de color rojo
con o sin centro negro indica la presencia de Salmonella. Esta
enterobacteria a diferencia de la E. coli, es Indol (-), rojo de metilo (+),
Voges-Proskauer (-) y Citrato (+). 12

- Determinacion de Candida albicans

La muestra se diluye en el caldo Sabouraud Dextrosa, se incuba a una
temperatura de 30 a 35°C por 3 a 5 dias y se subcultiva en el agar
Sabouraud y se incuba por un periodo de 24 - 48 horas. El crecimiento de
colonias blancas se interpreta como la presencia de este patégeno.’?
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4.2.4.2. Bacterias Aerobias

Son todas aquellas bacterias capaces de tener su desarrollo a una temperatura
promedio de 30°C. La importancia de este grupo de bacterias, permite
determinar en qué grado se encuentra contaminado un producto, alimento,
objeto, o ambiente. El determinar el grado de contaminacién puede ser un
indicador para el valor comercial en un alimento, medidas higiénico- sanitarias
en la preparacion de un producto, la integridad de los ingredientes, la eficiencia
en un proceso de esterilizacion, o también para estimar el tiempo de vida de un
producto. En este grupo de bacterias, los principales géneros patdgenos que se

encuentran son'6:

- Escherichia: perteneciente al grupo de las enterobacterias Gram negativas,
suelen encontrarse en el tracto digestivo de los animales y el ser humano.
Entre los principales problemas que producen son enfermedades
gastrointestinales y de las vias urinarias. Escherichia coli es la que se
encuentra implicada en la mayoria de enfermedades por este género.

- Staphiloccocus: Bacterias que suelen encontrarse en la piel y cavidades
nasales de personas sanas. Puede provocar enfermedades desde
pequenas ampollas, problemas dérmicos, hasta poner en riesgo la vida,
ocasionando neumonia, endocarditis, sindrome de shock toxico (S. aureus),
meningitis o sepsis.

- Proteus: perteneciente al grupo de las Gram negativas, en este género se
encuentran bacterias causantes de infecciones urinarias

- Enterobacter: perteneciente al grupo de las enterobacterias Gram
negativas, y suelen encontrarse a nivel entérico, son oportunistas y las
infecciones que producen pueden ser por lo general a nivel de vias
respiratorias y tracto urinario.

- Clostridium: Bacterias anaerobias Gram positivas, algunas presentan
esporulacién y con presencia de flagelo por lo que son moviles. Entre las
especies patdbgenas son el Clostridium botulinum (generadoras del
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botulismo), Clostridium perfringens (gangrena gaseosa) y Clostridium tetani

(tétano).
4.2.4.3. Hongos: Mohos y levaduras

La poblacidén de las aproximadamente 100 000 especies, en su mayoria son
saprofiticas y unas 8000 pueden resultar patdgenas para algunos vegetales y
unas 100 pueden provocar enfermedades en el ser humano (ver Tabla 2)7.
Entre estos ultimos se encuentran algunos mohos, que pueden generar micosis,
deterioro de los alimentos o medicamentos o incluso generar micotoxinas. Las
levaduras, son también las principales agentes de deterioro de los alimentos. El
principal efecto que produce es la alteracion de las caracteristicas
organolépticas, disminucion y desnaturalizacion en los factores nutricionales de
los alimentos y también son de capaces de producir enzimas que producen
reacciones de ruptura estructural (lisis) que son fuertemente exotérmicas (con
liberaciébn de calor y gases como el metano ademéas de otros gases

inflamables)*8.
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Tabla 2. Factores de patogenicidad en hongos

FACTORES ESPECIE MUTANTE VIRULENCIA

A. fumigatus
Rhizopus spp.
H. capsulatum
Sideroforos C. albicans inducido

S. schenckii

Trychophyton sp.
Penicillium sp.
] Cryptococcus espontaneo
Capsula _ _
neoformans inducido
Parasitismo
] H. capsulatum
intracelular
. H. capsulatum espontaneo
Termotolerancia . )
S. schenckii espontaneo
Melanina Exophiala dermatidis espontaneo

Aspergillus fumigatus

no germina

reducida

reducida
reducida
reducida

Fuente: Adaptado Hermosilla G (2008) '*

4.2.4.4. Escherichia coli

Es un bacilo Gram negativo, anaerobio facultativo perteneciente a la familia

Enterobacteriaceae, cuyas caracteristicas bioquimicas principales se indican en

la Tabla 3'°.

Esta bacteria se localiza en el intestino en los mamiferos y es considerada una

bacteria de flora normal en el organismo, pero existen algunas variedades de

cepas que pueden resultar patégenas y ocasionar enfermedades las cuales

producen diversas manifestaciones clinicas, entre ellas, las mas comunes son

diarrea, problemas gastrointestinales y del tracto urinario'® 20.

Las cepas de E. coli patégenas se han divido en seis grupos:
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E. coli Enterohemorragica, también denominada como generadora de
verotoxina o toxina similar a Shiga (EHEC o VTEC o STEC),

E. coli Enterotoxigénica (ETEC)

E. coli Enteroinvasiva (EIEC)

E. coli Enteropatégena (EPEC)

E. coli Enteroagregativa (EAEC)

E. coli adherencia difusa (DAEC)
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Tabla 3. Caracteristicas de la Escherichia coli

BIOQUIMICA %
Oxidasa 0
Produccion de indol 98
Rojo de metilo 99
Voges-Proskauer 0
Citrato de Simmons 1
H2S (TSI) 1
Hidrolisis de Urea 1
Malonato 0
Fenilalanina desaminasa 0
Lisina descarboxilasa 90
Arginina dihidrolasa 17
Ornitina descarboxilasa 65
Hidrolisis de gelatina 0

Fermentaciéon

Lactosa 95
Sacarosa 50
D- manitol 98
D- sorbitol 94
L- arabinosa 99
L- ramnosa 80
Maltosa 95
D- xilosa 95
trealosa 98
D- manosa 98

Fuente: Adaptado de Rodriguez- Angeles (2002)°.



5.1

5.2

METODOLOGIA

Diseno de la investigacion

En el presente trabajo, se realizd el analisis de las muestras de jarabe de
morfina y se determind la calidad microbioldgica del producto sin modificar su
naturaleza, ni intervenir en ella.

La investigacidén tuvo un disefio descriptivo, pues busc6 describir la calidad
microbiolégica del jarabe de morfina elaborado en el area de Farmacotecnia del
HNERM.

Ademas, es de corte transversal, debido a que se analiz6 la carga microbiana

de las muestras del jarabe de morfina en un solo tiempo y espacio definido.

Materiales

5.2.1. Muestra
Caracteristicas fisicoquimicas
Este preparado oficinal es un liquido viscoso, blanquecino, sin olor,
saborizante ni conservante.
- Lugar de preparacion
El preparado fue elaborado en el Hospital Nacional Edgardo Rebagliati
Martins, en el area de Farmacotecnia, perteneciente al departamento de
Farmacia en condiciones asépticas.
Primero se elabora el jarabe y se mantiene en refrigeracion hasta su uso
(Figura 1). El protocolo para la preparacion del jarabe se muestra en la figura
2y Anexo 2.
- Composicion y tamano de lote
Sus componentes fueron a base de una tableta de Morfina sulfato 30mg y
cantidad suficiente de 10mL de jarabe simple, con una concentracién final de
3mg/mL. El preparado fue envasado en un frasco de vidrio ambar, con un
contenido neto de 10mL del producto; ademas las condiciones de

conservacion fueron en refrigeracion, a una temperatura de 2-8°C.
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- Tamaio de lote

Cada lote elaborado tuvo un tamano de muestra de 3 a 4 frascos de Jarabe
de morfina, segun sea el requerimiento de pacientes; ademas, debido a la
naturaleza del principio activo, por ser fiscalizado, debe prepararse a base de
solo una tableta de Morfina, para garantizar su correcto seguimiento y
fiscalizacion (ANEXO 3), la concentracion permite facilitar la administracion
en los neonatos y nifios ya que las dosis terapéuticas son infimas (0.3mg/kg

cada 4 horas).

Elaboracion del Jarabe simple

Pesar 640 g de Medir 360 mL de agua en
azucar en la balanza una probeta de 500mL
Mezclar a temperatura
ambiente
Envasary
etiquetar

y

Almacenar
de 2-8°C

Figura 1. Flujograma de la elaboracion del jarabe simple en el area de Farmacotecnia.

Fuente: Elaboracién propia
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Elaboracion del Jarabe de morfina

Triturar la Medir ImL de
tableta de jarabe simple con

Morfina sulfato una jeringa de 5cc

La morfina en polvo se
mezcla con 1mL de jarabe

simple hasta formar una
suspension homogénea

Medir 9mL de jarabe
simple

Mezclar a
temperatura J:

ambiente

4

Envasary
etiguetar

Entregar al servicio de
Pediatria/ Neonatologia

A 4

Almacenar
de 2-8°C

Figura 2. Flujograma de la elaboracién del jarabe de morfina en el area de
Farmacotecnia. Fuente: Elaboracion propia

5.2.2. Criterios en la toma de muestra
Por ser una sustancia fiscalizada, y por el tamano de los lotes (3-4 frascos de
10mL), las muestras para el estudio fueron tomadas de 5 lotes de jarabe de
morfina, de los cuales se tomd una muestra de 5 mL para realizar los analisis

correspondientes, muestra que resulta representativa para el estudio.
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Tabla 4. Datos generales de lotes de jarabes elaborados

Muestra Lugar de fabricacion = Concentracion Fecha ‘!? Fecha! de Lote Cantidad
elaboracion  caducidad (frascos)
Area de Farmacotecnia /
1 Departamento de 3mg/mL 16.06.2018 30.06.2018  180379EAV 3
Farmacia / HNERM
Area de Farmacotecnia /
2 Departamento de 3mg/mL 19.06.2018 03.07.2018 180391EAV 4
Farmacia / HNERM
Area de Farmacotecnia /
3 Departamento de 3mg/mL 23.06.2018 07.07.2018  180408EAV 4
Farmacia / HNERM
Area de Farmacotecnia /
4 Departamento de 3mg/mL 26.06.2018 10.07.2018  180426EAV 4
Farmacia / HNERM
Area de Farmacotecnia /
5 Departamento de 3mg/mL 17.07.2018 31.07.2018 180515EAV 3

Farmacia / HNERM
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5.3

5.4

Lugar y periodo de estudio

El presente estudio se realiz6 en el area de Farmacotecnia, del Hospital
Nacional Edgardo Rebagliati Martins, durante la jefatura del area de la Q.F. Ruth
Gil Yupanqui, quien supervisé la toma de muestras de jarabe de morfina
autorizado por la Oficina de capacitacion, investigacion y docencia del HNERM
(Anexo 2).

La informacidén de la preparacion se obtuvo durante el periodo de internado
2017, y la toma de muestras se realiz6 durante el periodo junio-julio 2018.

Métodos
5.4.1 Toma de muestra

Las muestras fueron tomadas en tubos de ensayo con tapa rosca de 10mL
previamente esterilizados por autoclave y transportados al laboratorio de
Microbiologia del segundo piso de la Facultad de Farmacia de la UNMSM
manteniendo las condiciones de refrigeracion (usando un cooler y gel pack

congelado).

La muestra se recolect6 con una pipeta de 5mL una vez envasados los frascos.
De cada frasco se tom6 1,7mL en caso de tener 3 frascos por lote y 1,3mL

cuando se produjeran 4 frascos por lote

Tabla 5. Fecha de toma de muestras y cantidad recolectada

wesvss  Loe  lomade o
1 180379EAV 16/06/2018 5mL
2 180391EAV 19/06/2018 5mL
3 180408EAV 23/06/2018 5mL
4 180426EAV 27/06/2018 5mL
5 180515EAV 18/07/2018 5mL
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5.4.2 Preparacion de la muestra

Para la preparacion de la muestra, se colocdé 1 mL de ésta, en solucion
tamponada de sodio-peptona y se procedié a realizar las diluciones
decimales, transfiriendo 1.0mL de la dilucién inicial, a otro recipiente que
contenga 9 veces el volumen del diluyente a una temperatura apropiada; por
lo que se si se toma 1.0 mL de muestra en 9.0 mL de diluyente, se obtendra
la dilucién 1:10. “Con estas diluciones se pretende encontrar el numero de
microorganismos por unidad de volumen, hasta asegurar que después de la
incubacion se obtenga un resultado cuantificable, esto se lograra después de
realizar tantas diluciones decimales seriadas como sea necesario, en el

mismo diluyente”.?®
5.4.3 Anadlisis organoléptico

Previo a los analisis microbiologicos se realizé el analisis organoléptico de la
muestra, identificando olor, sabor, color y presencia de particulas, durante el
tiempo de vida del jarabe (a los 0, 7 y 14 dias).®

Olor: Se analiz6 el olor en comparacién con una muestra de referencia a
los 0, 7 y 14 dias.

Sabor: Se comparé el sabor con una muestra de referenciaalos 0,7y 14
dias.

Color y presencia de particulas: Se analizé6 por observacién directa,
comparandola con una muestra de referencia recién elaborada y con un

fondo blanco, alos 0, 7 y 14 dias.
5.4.4 Recuento total de microorganismos aerobios
Para esta prueba se utilizé el método de siembra por inmersion, se procedid
a colocar, con una micropipeta, 1mL de las diluciones en las placas Petri y

agregar el medio de cultivo (Agar Tripticasa de Soya, TSA por sus siglas en
inglés) que se encontraba en una temperatura no mayor a 45°C. Luego, se
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mezcld y se dejo incubar por 48 horas a 37°C; y se realiz6 el conteo de las
colonias.?®

La prueba se realizé por duplicado y comparandola con un control para
certificar que el crecimiento no era por una contaminaciéon del medio de

cultivo y evitar falsos positivos en el resultado.

5.4.5 Recuento total de hongos filamentosos y levaduras

Se utilizé la siembra por inmersion, donde se procedi6é a colocar, con una
micropipeta, 1mL de las diluciones en las placas Petri y agregar el medio de
cultivo Agar Sabouraud (SAB) que previamente se esterilizé en autoclave.
Luego de homogenizar, se colocé en la estufa a una temperatura de 37°C y
se deja incubar por 5 dias (Figura 5). Pasado el tiempo, se realizé el conteo
de las colonias correspondientes a hongos filamentosos y levaduras.2®

La prueba se realizé por duplicado y comparandola con un control para
certificar que el crecimiento no era por una contaminacion del medio de

cultivo y evitar falsos positivos en el resultado.

5.4.6 Estudio de Escherichia coli

Segun la USP-41, los productos farmacéuticos no estériles, como soluciones
orales, no deben tener presencia de E. coli; por lo que la prueba se realiz6
para determinar presencia o ausencia de este microorganismo.

- Determinacion de Escherichia coli

Se tomd 1 mL de muestra y se diluyé en la concentraciéon de 10-'. De esta
dilucién se colocé 1mL en caldo Tripticasa de Soya (TSB), se incubé por 48
horas a 37°C y se procedié a sembrar en el agar Mc Conkey, al igual que el
TSB (48 horas, 37°C). Para la identificacion correcta de la E. coli, se procedid
a realizar una prueba bioquimica del rojo de metilo a aquellas placas donde
se obtuvieron las colonias rojas. Esta prueba cualitativa se realiz
comparandola con un control para certificar que el crecimiento no era por una
contaminacién del medio de cultivo y evitar falsos positivos en el resultado.
En las placas que presentaron crecimiento, se tom6 una colonia de cada
placa y se realiz6 la prueba del rojo de metilo, donde se colocé una colonia
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5.5

de cada muestra en el tubo, y se incubd por 48 horas a 37°C, se agrego el
reactivo del rojo de metilo y se observd, si habia o no, un cambio de
coloracion.

Anadlisis de datos

Los datos obtenidos durante el andlisis fueron procesados utilizando el
programa Microsoft Excel y Minitab®.

Las variables cuantitativas, como los resultados en el recuento microbiano, se
realizaron en tablas y gréaficas. Ademas, se realizé el analisis de varianza
(ANOVA), para evaluar las diferencias entre las muestras y también la prueba
de Tukey con intervalo de confianza 95%.
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V. RESULTADOS

6.1. Caracteristicas organolépticas

Tabla 6. Caracteristicas organolépticas vs Tiempo

Tiempo Lote Muestra Color Olor Sabor Particulas extrahas
180379EAV Muestra 1 Blanquecino Inoloro Amargo Ausencia
180391EAV Muestra 2 Blanquecino Inoloro Amargo Ausencia

Inicio 180408EAV Muestra 3 Blanquecino Inoloro Amargo Ausencia
180426EAV Muestra 4 Blanquecino Inoloro Amargo Ausencia
180515EAV Muestra 5 Blanquecino Inoloro Amargo Ausencia
180379EAV Muestra1  Amarillo tenue Inoloro Amargo Ausencia
180391EAV Muestra 2 Blanquecino Inoloro Amargo Ausencia

1 semana 180408EAV Muestra 3 Blanquecino Inoloro Amargo Ausencia
180426EAV Muestra4  Amarillo tenue Inoloro Amargo Ausencia
180515EAV Muestra®  Amarillo tenue Inoloro Amargo Ausencia
180379EAV Muestra1  Amarillo tenue Inoloro Amargo Ausencia
180391EAV Muestra 2 Blanquecino Inoloro Amargo Ausencia
2 semanas 180408EAV Muestra3  Amarillo tenue Inoloro Amargo Ausencia
180426EAV Muestra 4 Ambar Inoloro Amargo Ausencia
180515EAV Muestra 5 Ambar Inoloro Amargo Ausencia
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6.2. Recuento total de microorganismos aerobios (RTMA)

En el recuento total de microorganismos aerobios, en el agar soya tripticasa
(TSA), las muestras analizadas revelaron un elevado conteo de estos
microorganismos como se aprecia en la Tabla 7.

La mayor carga microbiana se presentd en la muestra 3 (1,29 x103UFC/g) y la
muestra con menor valor fue la correspondiente a la muestra 2 (0,89 x103 UFC/g)
(Figura 3); asi también, el recuento promedio obtenido de las muestras fue de
1,05 £0.13 x 108 UFC/g (Tabla 7).

Tabla 7. Recuento de microorganismos aerobios (RTMA)

Muestra Control Analisis 1 Analisis 2 Resultado promedio
(UFC/g) (UFC/g) (UFC/g) (UFC/g)
1 0 1,12 x103 0,90 x103 1,01x10% £ 0.16 2
2 0 0,89 x103 0,97 x103 0,93x10% +0.57 @
3 0 1,21 x103 1,29 x103 1,25x10° £ 0.06 @
4 0 1,05 x103 0,99 x10° 1,02x10% + 0.04 2
5 0 0,98 x10°3 1,10 x103 1,04x10% £ 0.08 2

(a) El superindice indica que no hubo diferencias significativas entre las muestras
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1.4

1.2

0.8
0.6
0.4

0.2

Numero de colonias (UFC/g X 103)

Lotes de produccion del jarabe de morfina

Analisis 1 Analisis 2 I Valores segin USP 41 «cccceeer Lineal (Valores segun USP 41)

Figura 3. Histograma de barras del RTMA. La Linea roja representa el limite establecido segun
USP 41, con esto se evidencia que los valores analizados superan las especificaciones (1x10?

UFC/g)
Se analiz6 la variabilidad de las muestras con un analisis de varianza (ANOVA).
Tabla 8. Analisis de varianza de un factor (RTMA)

Andlisis de varianzas

. Grados ) Valor
Origen de las  Suma de Promedio de - "y
variaciones  cuadrados |, d los cuadrados F Probabilidad - critico
libertad para F
Entre grupos 0.114 4 0.0285 3.59848  0.09637 5.19217
Dentro de los
grupos 0.0396 5 0.00792
Total 0.1536 9

Fes =5.19217 > F:3.59848

Siendo la F calculada menor que la F de la tabla, se expresa que NO existen diferencias
significativas entre las muestras analizadas
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Tabla 9. Prueba de comparaciones multiples de Tukey (en RTMA)

Diferencia de Diferencia EE de Valor p
niveles de las medias diferencia IC de 95% ValorT  ajustado
LOTE 2 - LOTE 1 -0.0800  0.0890 (-0.4368; 0.2768) -0.90 0.886
LOTE 3 - LOTE 1 0.2400  0.0890 (-0.1168; 0.5968) 2.70 0.185
LOTE 4 - LOTE 1 0.0100  0.0890 (-0.3468; 0.3668) 0.11 1.000
LOTE5- LOTE 1 0.0300  0.0890 (-0.3268; 0.3868) 0.34 0.996
LOTE 3 - LOTE 2 0.3200  0.0890 (-0.0368; 0.6768) 3.60 0.074
LOTE 4 - LOTE 2 0.0900  0.0890 (-0.2668; 0.4468) 1.01 0.841
LOTE 5 - LOTE 2 0.1100  0.0890 (-0.2468; 0.4668) 1.24 0.736
LOTE4 - LOTE 3 -0.2300  0.0890 (-0.5868; 0.1268) -2.58 0.209
LOTES5 - LOTE 3 -0.2100  0.0890 (-0.5668; 0.1468) -2.36 0.263
LOTES5 - LOTE 4 0.0200  0.0890 (-0.3368; 0.3768) 0.22 0.999
Nivel de confianza individual = 98.98%
ICs simultaneos de 95% de Tukey
Diferencia de las medias para LOTE 1: LOTE 2; ...

LOTE 2 - LOTE 11 : o i

LOTE 2 - LOTE 11 i &

LOTE 4 - LOTE 11 :=

LOTE L - LOTE 14 E .

LOTE 3 - LOTE 2 i &

LOTE 4 - LOTE 2 1 i &

LOTE 5 - LOTE 2 1 i o

LOTE 4 - LOTE 3 . :

LOTE L - LOTE 3 . E

LOTE L - LOTE 4 i#

5i un imtervalo no contiene cero. las medias rorrespondientes son significativamente
aiferentes.

Figura 4. Prueba de comparaciones multiples de Tukey (en RTMA)

En la tabla 8, ningun valor p es menor a 0.05 por lo que no existen
diferencias significativas entre las muestras analizadas.



6.3. Recuento total combinado de hongos y levaduras (RTCHL)
En este recuento se consideraron todas las colonias formadas en el agar
Sabouraud, las muestras analizadas presentaron un elevado recuento de estos
microorganismos como se aprecia en la Tabla 8.
La mayor carga se present6 en la muestra 1 (7 x102 UFC/g) y la muestra con
menor valor (Figura 5), fue la correspondiente a la muestra 2 (2.30 x102 UFC/g);
asi también, el recuento promedio obtenido de las muestras fue de 5,38 + 1,81

x 102 UFC/g, como lo muestra la Tabla 8.

Tabla 10. Recuento total combinado de hongos y levaduras

Muestra Control Analisis 1 Analisis 2 Resultado Promedio
(UFC/g) (UFC/g) (UFC/g) (UFC/g)
1 0 7,00 x 102 6,80 x 102 6,90 x 102 +0,14 2
2 0 4,90 x 102 2,30 x 102 2,10x 102+ 1,842
3 0 4,10 x 102 4,90 x 102 4,50 x 102+ 0,57 2
4 0 5,30 x 102 5,70 x 102 5,50 x 102 + 0,28 2
5 0 6,20 x 102 6,60 x 102 6,40 x 102 £ 0,28 2

(a) El superindice indica que no hubo diferencias significativas entre las muestras
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Recuento total combinado de hongos y levaduras (RTCHL)
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Figura 5.Histograma de barras del RTCHL. La linea roja representa el limite establecido segun
USP 41, con esto se evidencia que los valores analizados superan las especificaciones (1x10!
UFC/qg).

Se analiz6 la variabilidad de las muestras con un andlisis de varianza (ANOVA):

Tabla 11. Analisis de varianza de un factor (en RTCHL)

Andlisis de varianza

. Grados . Valor
Varaciones ouadrados s cuadrados £ Probabildad  criico
libertad para F
Entre grupos 14.616 4 3.654 470876  0.05997 5.19217
Dentro de los
grupos 3.88 5 0.776
Total 18.496 9

F)o. =5.19217 > F:4.70876

Siendo la F calculada menor que la F de la tabla, se expresa que NO existen diferencias

significativas entre las muestras analizadas

35



Tabla 12. Prueba de comparaciones multiples de Tukey (en RTCHL)
Diferencia
Diferencia de de las EE de Valor p
niveles medias  diferencia IC de 95% Valor T  ajustado
LOTE 2 - LOTE 1 -3.300 0.881 (-6.832; 0.232) -3.75 0.064
LOTE 3 - LOTE 1 -2.400 0.881 (-5.932;1.132) -2.72 0.180
LOTE 4 - LOTE 1 -1.400 0.881 (-4.932; 2.132) -1.59 0.559
LOTES5-LOTE 1 -0.500 0.881 (-4.032; 3.032) -0.57 0.975
LOTE 3-LOTE 2 0.900 0.881 (-2.632; 4.432) 1.02 0.836
LOTE 4 - LOTE 2 1.900 0.881 (-1.632; 5.432) 2.16 0.325
LOTES5- LOTE 2 2.800 0.881 (-0.732; 6.332) 3.18 0.113
LOTE4 - LOTE3 1.000 0.881 (-2.532; 4.532) 1.14 0.785
LOTES5-LOTE3 1.900 0.881 (-1.632; 5.432) 2.16 0.325
LOTES5-LOTE 4 0.900 0.881 (-2.632; 4.432) 1.02 0.836
Nivel de confianza individual = 98.98%
ICs simultaneos de 95% de Tukey
Diferencia de las medias para LOTE 1; LOTE 2; ...
LOTE 2 - LOTE 11 L < —
|
LOTE 3 - LOTE 11 ' . | .
|
LOTE 4 - LOTE 1+ = o : |
|
LOTE 5 - LOTE 11 | - |
|
LOTE 3 - LOTE 2 - —e
I
LOTE 4 - LOTE 2 - : o
I
LOTES - LOTE 2 1 : .
I
LOTE 4 - LOTE 2 - : : o
I
LOTE 5 - LOTE 2 - : : * i
I
LOTE S - LOTE 4 - t —
5 .50 25 00 25 50

rvalo no contiene cero, los medias correspondientes son significativamente

Figura 6. Prueba de comparaciones multiples de Tukey (en RTCHL)

En la tabla 12, ningun valor p es menor a 0.05 por lo que no existen
diferencias significativas entre las muestras analizadas.



6.4. Presenciade E. coli
a) Escherichia coli: se evidenciaron en 3 placas el crecimiento de colonias,
cuya morfologia era redonda, de color rosado, sin halo de precipitacion.

Tabla 13. Determinacion de E. coli

N° Muestra Control Analisis 1 Analisis 2
1 No se evidencio crecimiento Ausencia Ausencia
2 No se evidencio crecimiento Ausencia Ausencia
3 No se evidencio crecimiento Ausencia Ausencia
4 No se evidencio crecimiento Ausencia Presencia
5 No se evidencio crecimiento Presencia Presencia

Prueba de rojo de metilo

Para el anadlisis y determinacion de E. coli, en las placas donde existié
crecimiento, se realiz6 la prueba de rojo de metilo, donde para las tres muestras
(una de la muestra 4 y dos de la muestra 5) se observé un resultado negativo,

donde no se evidencid el cambio de coloracién.

Tabla 14. Resultados de prueba de rojo de metilo para identificacién de E. coli

Muestra Caracteristicas Resultado Interpretacion
4 (Andlisis 2) ?or}:)arl;l:liz n()Sin cambio de RM () (I:z.ol(g;)/;me, negativo para
5 (Analisis 1) ?or}:)arl;l:liz n()Sin cambio de RM () (I:z.ol(g;)/;me, negativo para
5 (Analisis 2) ?Or:l?;gz rf)Sin cambio de RM (-) (;i.oléfoo/;me, negativo para
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VII. DISCUSION

El conocimiento de la calidad microbiana y la contaminacién microbiana de los
productos farmacéuticos ha sido ampliamente estudiado, tanto a nivel nacional como
internacional, siendo los productos de uso parenteral y ocular aquellos que deben
cumplir con requisitos mas estrictos por el hecho de ser necesariamente estériles.
Asi también, otras formas farmacéuticas no estrictamente estériles (via oral, tdpica,
nasal, vaginal, etc.) son fabricadas con ingredientes que podrian ser substratos
adecuados para el crecimiento de los microorganismos. Las preparaciones
farmacéuticas pueden contaminarse con diversos microorganismos, como hongos
filamentosos, levaduras y bacterias.

En un centro hospitalario de gran complejidad, las preparaciones farmacéuticas
deben considerar diversos factores como: la infraestructura, la tecnologia o
equipamiento, el agua, los operadores, el aire, y el material de envase; los cuales son
potenciales fuentes de contaminacion 2.

Otro factor importante es el recurso humano, pues se ha demostrado que el personal
libera a su alrededor entre 1000 a 10 000 bacterias por minuto®. Sin embargo, a
pesar de todos estos parametros a considerar, actualmente los estudios de
estabilidad en preparados farmacéuticos son escasos?.

Hasta la fecha, en el mercado peruano, no se comercializa la forma farmacéutica del
jarabe de morfina, por tal motivo, el Hospital Rebagliati elabora ese preparado en el
area de Farmacotecnia sin tener conocimiento del periodo de estabilidad fisica, ni
microbiolédgica. Teniendo en consideracion lo anterior, el presente trabajo determiné
la calidad microbioldgica del jarabe de morfina, siguiendo el método del recuento
microbiano segun como indica la USP 41.

En el desarrollo del estudio, segun la Tabla 7, el promedio de la carga microbiolégica
para aerobios, de las muestras de jarabe de morfina, fue de 1.05 +0.13 x 10% UFC/qg,
lo que indica que se encuentra fuera de los pardmetros establecidos por la normativa
vigente (<1x 102 UFC/qg).
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La proliferacion de bacterias aerobias puede ser indicador de contaminacion por
manipulacion, estado de descomposicidn, o problemas relacionados a la
conservacion del producto (temperatura y tiempo de almacenamiento), aunque este
ultimo no se incluye entre los factores causales, pues la toma de muestras fue la
misma fecha de su preparacion para las muestras 1,2 y 322,

La contaminacién por bacterias aerobias, puede generar diversas enfermedades, y
en un ambiente hospitalario, la presencia de estos organismos ejerce un papel
determinante. Garro, en el 2014, menciondé que entre los anos 2012-2013, han
reportado al “Sistema de notificacidon de Infecciones intrahospitalarias (lIH)” 247
EESS procedentes de las 33 DISA/DIRESA/GERESA del pais; de los cuales 16 (7%)
pertenecen a Essalud 4.

Entre las bacterias mas comunes en un ambiente hospitalario se encuentran los
cocos, bacilos Gram (+) y Gram (-), entre los cuales destacan Staphylococcus aureus,
Streptococcus spp., Legionella pneumopila, Bacillus sp.; ademas, en preparados de

formulas enterales, se han reportado también, contaminacion por coliformes 3'- 32,

Entre las muestras analizadas para la determinacion de aerobias, se analizé su
variabilidad segun ANOVA (ver Tabla 7), obteniendo F=3.59848 (segun tabla ANOVA
Fo.95=5.19217; 1C: 95%), lo que expresa que no existen diferencias significativas entre
la calidad microbioldgica de las muestras analizadas. Ademas, esto se corrobord por
el método de comparaciones en parejas de Tukey, con un intervalo de confianza de
95%, donde se concluy6é que las muestras no presentan diferencias significativas
entre sus valores.

El que las muestras no presenten diferencias significativas entre ellas, explica que la
elaboracién de las formulaciones ha sido semejante en todas las muestras, en
método y en circunstancias (factores ambientales y humanos), lo que se observo
durante la toma de muestras.

Para el recuento promedio total de hongos y levaduras, el valor promedio obtenido
fue de 5.38+1.81 x 102 UFC/g, estos valores se encontraron fuera del limite que rige
la USP-41 (<1x 10 UFC/g) (Tabla 10). Entre las muestras analizadas para el recuento
total combinado de hongos y levaduras, se analizé su variabilidad segun ANOVA (ver
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Tabla 11), obteniendo F=4.7087 (segun tabla ANOVA Fo.95=5.19217; IC 95%); siendo
menor al Fogs, 10 que expresa que no existen diferencias significativas entre las
muestras analizadas. Asitambién, se corrobor6 con el método de comparaciones en
parejas de Tukey, con un intervalo de confianza de 95%, donde se demostr6 que las
muestras no son significativamente diferentes.

Los hongos filamentosos, son microorganismos cosmopolitas, muchos de ellos
clasificados como patégenos oportunistas para humanos, pero que ademas bajo
ciertas condiciones pueden producir metabolitos toxicos, denominados micotoxinas,
las cuales, en su mayoria, son agentes inmunosupresores y algunas son
carcindgenos, hepatotoxinas, nefrotoxinas y neurotoxinas. La presencia de hongos
en un medicamento puede generar descomposicién, cambios organolépticos y
putrefaccion del mismo33; lo que también se demuestra en la tabla 6, donde se ve el
cambio de color en 4 muestras de jarabe. Loyola (2016), obtuvo parecidos resultados
en la estabilidad organoléptica, donde cambia el olor y el sabor a la suspensién de
captopril al dia 14 y 28 respecticamente®. Alejandro (2018) obtuvo 10 de 24 jarabes
de origen natural que excedieron los limites establecidos por USP 39, tanto para
aerobios (con el mayor recuento obtenido de 5x 10* UFC/mL), como mohos y
levaduras (3,5 x 102 UFC/mL) 34,

En ambientes hospitalarios, los hongos filamentosos como el Aspergillus spp. (A.
niger, A. fumigatus, A. flavus), Scedosporium sp. y las levaduras, como la Candida
sp. y Rhodotorula sp. son los microorganismos fungicos mas relevantes y los
principales por su patogenicidad, es por eso su importancia en el estudio?®: 31

Para el analisis de los patdgenos especificos, la USP-41, sélo considera necesario,
para productos no estériles acuosos, confirmar la ausencia de E. coli. Por lo que se
realiz6 un cultivo en Agar MacConkey como prueba cualitativa, donde solo 3 placas
evidenciaron crecimiento, las correspondientes a la muestra 4 (analisis 1) y las
muestras 5 (analisis 1y 2), como se observa en la tabla 10.

Si bien, hubo crecimiento en las placas de agar MacConkey, no indica que las
bacterias sean E. coli; sino podria ser, cualquier bacteria Gram (-) fermentadora de

lactosa 2°.
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Para demostrar efectivamente la ausencia de E. coli, se realizé la prueba del rojo de
metilo, donde si hubiera presencia de E. coli, el medio viraria a color rojo, puesto que
puede metabolizar los azUcares por via acido-mixta; en este sentido, en presencia de
E. coli, el medio de Clark y Lubs junto con el indicador rojo de metilo, daria una
solucién roja o roja intensa, ya que segun la bibliografia (Tabla 2), la bacteria da un
99% de respuesta frente a esta prueba bioquimica 2% 3. Sin embargo, en el estudio
los tubos se mantuvieron de color amarillo pélido, lo que indicaria un resultado
negativo (Tabla 11). Se concluye que no crecié Escherichia coli; sin embargo, €so no
descarta que existieran bacterias coliformes fermentadoras de lactosa puesto que
evidencié crecimiento en el agar MacConkey (Tabla 10), esto también se puede
evidenciar con la Tabla 12, en la cual observamos que la muestra 4 y 5 son aquellas
que evidencian un cambio en la coloracién; ademas, puede tener relaciéon con la
fecha de recoleccion de la muestra (Tabla 5), ya que tanto su recoleccion como su
analisis, no fue el mismo dia como en las tres primeras muestras.

Por otro lado, para analizar algunas causas principales del resultado de la calidad
microbiolégica del jarabe de morfina, el “Manual de las Buenas Practicas de
Manufactura”, establece criterios a tener en consideracion como lo son: el personal,
las instalaciones, los equipos, materiales, insumos, el proceso o metodologia, el
control de calidad y el almacenamiento. Cada uno de estos puntos debe cumplir con
requisitos minimos para garantizar que las preparaciones se elaboren conforme a la
normativa %’.

En lo que concierne a instalaciones, el area de Farmacotecnia del HNERM, cuenta
con las areas delimitadas, se realiza la limpieza por parte del personal encargado tres
veces al dia (en horario donde los técnicos no se encuentran en actividades), se
cuenta con el proceso estandarizado, y para el almacenamiento del jarabe, se coloca
en el refrigerador a una temperatura entre 2-8°C, de éste se realiza el control de
temperatura dos veces por dia. Sin embargo, aunque sea un ambiente destinado
exclusivamente a productos del area se debe considerar realizar un control
microbioldégico ambiental, como Rodriguez-Miranda y colaboradores indican que la

actividad de los hospitales genera impactos ambientales, por lo que es necesario una
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gestidbn donde se incluya todas las actividades de control ambiental dentro del
hospital o institucion de salud 38 39,

En lo relacionado a materia prima, el jarabe de morfina se elabora a partir de tabletas
de morfina, y jarabe simple (agua destilada y azucar). Un factor potencial de la
contaminacion del jarabe de morfina puede ser el jarabe simple, ya que se utiliza un
azucar comercial sin refinar; en diversos estudios, se determina que preparados con
azucar presentan un recuento de aerobios y mohos y levaduras; ademas el jarabe de
morfina no contiene preservantes, lo que permitiria la proliferacién de esos agentes
contaminantes?0 41,

Otro factor potencial, que explicaria el elevado recuento de agentes contaminantes,
y el cual muchos autores sustentan, es el recurso humano. Desde la falta o mal
empleo de elementos de bioseguridad (guantes de latex pre-empolvados, gorros,
mascarilla, chaleco descartable, pantalon descartable y mandilones), lavado de
manos, desinfeccion de superficies, manipulacién de antisépticos y desconocimiento
de las BPM no se conseguira obtener un producto de calidad 40 4244,

Raimundo, en un estudio de revisibn menciona que se ha demostrado, desde la
primera mitad del siglo XIX, que el correcto lavado de manos puede evitar infecciones
en el paciente, por lo que se debe implementar una capacitacion resaltando la
importancia del uso de los equipos de bioseguridad y el lavado de manos#® 46,

Actualmente no existen notificaciones de infecciones cuya causa se haya reportado
que sea del jarabe de morfina; sin embargo, esto puede deberse a que los pacientes
tratados con morfina se encuentran en las areas de Cuidados Intensivos Pediatrico y
Neonatal y se encuentran con una terapia antibiética acompanada 44,

En el estudio no se considerd realizar un analisis de cromatografia liquida de alta
eficacia (HPLC, por sus siglas en inglés high performance liquid chromatography);
pues existen cuatro estudios donde analizaron la estabilidad de soluciones orales de
morfina con el método del HPLC, determinando una estabilidad de 35 - 60 dias

promedio manteniéndolo en condiciones normales, entre una temperatura de 4 -23°C
47-50
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VIil.

CONCLUSIONES

El andlisis organoléptico del jarabe de morfina no presentd variacion en olor y
sabor a los 0, 7 y 14 dias, solo presentd variacidén en el color en la primera y
segunda semana, virando desde blanquecino a un color ambar (muestra 4 y 5)
y amarillo tenue (muestra 1y 3).

El recuento total de microorganismos aerobios (RTMA) en el jarabe de morfina
elaborado en el HNERM fue un promedio de 1,05 + 0,13 x 10% UFC/g
(Fo0.95=3,59848, IC: 95%); el cual se encontrd fuera del limite permitido por la
USP 41 (1x 102 UFC/qg).

El recuento Total Combinado de Hongos filamentosos y levaduras (RTCHL)
dando un resultado promedio de 5,38 + 1,81 x 102 UFC/g (Fo.95s= 4,7087, IC:
95%), los cuales se encuentran por encima de las especificaciones segun USP
41(1x 10" UFC/g).

En el jarabe de morfina hubo ausencia de E. coli.
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IX. RECOMENDACIONES

El presente estudio permite dar las siguientes recomendaciones:

- Realizar méas estudios que complementen la investigacién desarrollada y
hacer un seguimiento de la calidad del producto para garantizar que el
medicamento sea seguro para los pacientes.

- Implementar un sistema de mejora de evaluacion de materias primas y
solicitar fichas técnicas para todos los insumos que formen parte del
medicamento, incidiendo principalmente sobre el azucar.

- Implementar un plan de capacitacion de Buenas Practicas de Manufactura al
personal técnico y profesional del area de Farmacotecnia.
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Xl. ANEXOS

9.1. Informe de Evaluacion de criterios de originalidad

UNIVERSIDALD HACIONAL MAYOR DE 54H MARCOS
Universidad del Perd. DECAHA DE AMERICA.
FACULTAD DE FARMACIA Y BIOOUIMICA
ESCUELA PROFESIOMAL DE FARMACIA Y BIOQUIMICA

INFORME DE EVALUACION DE CRITERIOS DE

ORIGINALIDAD
1 | Facultad FARMACIA Y BICDUIMICA
2 | Bscuela FARMACLA ¥ BIDUIMICA
3 Autoridad que emite el informe | Director de la Escuela Profesional
de originalidad
4 ﬁﬂ;ﬂmiﬁ la Luis Miguel V_ Felix Veliz
Operador del rama - . ,
5 | informatico dewgfni“m Luts Miguel V. Felix Veliz
Tesis para optar al tiulo profesional de Quimico
Farmacéutico: “Evaluacion de la calidad
& | Documento evaluado microbioldgica del jarabe de morfina elaborado
en el Hospital Macional Edgardo Rebagliati
Martins"
7 | Autor{es) del documento Br. Chavez Pérez, Horma Karin
Fecha de recepcion del
8 documento 1450852021
Fecha de aplicacion del
# | pregrama informatico de 160872021
sinmilitudes
10 | Software utilizado Turnitin
Excluye:
1 Configuracion del programa - Textos entrecomillados
detector de similitudes - Bibliografia
- Cadenas menores de 40 palabras
Porcentaje de similitud segun
12 | programa detector de 7 % (El % de similitud debe ser = 10%)
sinmilitudes
* Fuentes de internet varias 7%
43 | Fuentes originales de las * Publicaciones 2%
similitudes encontradas * Trabajo de estudiantes entregados a
otras universidades 3%
. Realizar la edicién final de la tesis.
14 | Obsarvaciones Procede la sustentacion.
15 | Calificacion de originalidad Documento cumple criterios de originalidad.
16 | Fecha del informe 16/08/2021

Hota: se adjunta archivo de reporte del sistema Tumitin en el que se rezaltan las
similitudes detectadas.
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Dr. Luis Miguel V. Felix Velz
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9.3. Protocolo de preparacion del jarabe de morfina

UNIDAD ORGANICA Version 04
~ Dplo.Fammacis Nombre del Procedimiento )
Servicio de Farmacia de Mes-Aiio : 12.2017
Hospitalizacidn Jarabe de Morfina
FARMACOTECHIA Pagina :120 de 130
DEFINICION:

Es el procedimiento mediante el cual se realiza la disolucion de la morfina v el jarabe simple
para la preparacion de jarabe analgésico, para uso de dolor tipo agudo 5 severo.

FORMULA

M arfina Sulfato 30 ma.
Jarabe Simple 10 mL.

Frasco 10mL

ALMACENAMIENTO
Atemperaturade2°C a8° C. 10

10
PRECAUCIONE S
1.- Llev ar mascarilla.
2.- Eltratamiento cranico produce dependencia.
3.- Manténgase fuera del alcance de los nifios
4 -Produce somnolencis, estrefiimiento

USOS Y ADMINISTRACION

a.- Porvia oral.
b.- Indicado en eltratamiento del dolar agudo severo

H° de PASO Descripcion de Acciones Responsable

1 Triturar v moler la tableta de | Tecnico de Farmacia
marfina.

2 Levigar la marfina molida hasta | Tecnico de Farmacia
lograr una pasta consistente.

3 Campletar el volumen del jarabe | Tecnico de Farmacia

y evitar gueden particulas
suspendidas.

4 Envasarel jarabe en el frasco de | Tecnico de Farmacia
10 mL y etiquetar
adecuadamente.
5 supervisatodao el proceso Q. Farmaceutico
10
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9.4. Seguimiento y fiscalizacion del jarabe de morfina

FLUJO DEL “JARABE DE MORFINA”: DESDE LA PRESCRIPCION HASTA LA ADMINISTRACION

SERVICIO DE NEONATOLOGIA/
PEDIATRIA - HOSPITALIZACION

ﬂlca rgado:
M

gdico Asistents

~

Prescripcidny elaboracion de

receta de narcdticos (morfing

sulfato 30matahleta) y orden

de preparacion de jarabe de
muarfina

!

Entrega de recetas al
personal téchico de
enfermeria

Administracion del
jarahe de marfina al
paciente (neonata o
en edad pediatrica)

—

- /

SERVICIO DE FARMACIA - AREA DE
DISPENSACION DE NARCOTICOS

\

Entrega de receta de narcdticos al
Gwimico Farmacéutico responsable

l

Evaluacidn de la perinencia de la
prescripcidny correcto llenado de la
receta de narcaticos.

Encargado:
Quirnico Farmaceutico

Mo Cumple

Si

Dispensacidn de tabletas de monina
sulfato 30y al personal técnico de

SERVICIO DE FARMACIA - AREA DE

FARMACOTECNIA

ﬂ ncargado:
Curmica Farmaceutico

Entrega de tabletas de morfing

enfermeria, v archivamiento de

receta parafiscalizacion de Digermid.

A0mg vy orden de preparacian de
jarabe de mofing al Quimico
Farmacéutico resnonsakle

AREA DE SOLUCIONES

Elahoracidn del jarabe de
rnotfina por el personal tachico
de farmacia.

AREA DE ACDNDICIDNADDl

Envasadoy etiquetado del producto

AREA DE DISPENSACION l

Dispensacidn del jarabe de

N -

rmotfing al personal téchico de
enfermeria

\
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9.5. Fotografias del crecimiento de colonias en Método del Recuento
Microbiano

\
AN

Figura A. RTMA Muestra 1, analisis 1 en Agar Soya

Figura B. RTMA Muestra 2, analisis 2 en Agar Soya Tripticasa.

57



Figura C: RTCHL Muestra 1, analisis 1 en Agar Sabouraud
(SAB)

Figura D: Caldo Soya-Tripticasa (TSB) con muestras (del 1-5), analisis 1.
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Figura E: Ausencia de microorganismos especificos: muestra 1, analisis 1 en
Agar Mc Conkey

Figura F: Presencia de microorganismos especificos: muestra 5,
analisis 2 en Agar Mc Conkey
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Figura G: Prueba de rojo de metilo.
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