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Abstract

Context: The validation of microbiological methods in medical devices is key to ensuring patient safety and the efficacy of healthcare products. These types of
studies respond to the need to comply with international regulatory requirements and ensure the quality of analytical techniques.

Aims: To validate the analytical technique of microbial count by dilution-neutralisation of 0.25% quaternary ammonium.

Methods: Deductive, applied, quantitative and experimental, method, consisting of six batches of three samples with different percentages of cake enriched
with oyster mushroom (Pleurotus ostreatus) and 30 panelists of different ages and genders where a checklist was applied for data collection.

Results: The results obtained count lower than 100 CFU for the strains Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, Staphylococcus aureus ATCC 6538, Bacillus subtilis
ATCC 6633, Candida albicans ATCC 10231, and Aspergillus brasiliensis ATCC 16404. The proficiency test successfully recovered all the test microorganisms in
the 102 dilution, presenting growth and identification of specific microorganisms. Validation of the neutralisation method showed adequate efficacy of the
neutraliser at the 102 dilution and demonstrated the absence of toxicity of the neutraliser. The accuracy of the recovery percentages was within the 90%
confidence interval, the precision of the test was <15% of the coefficient of variation, and it was demonstrated that the neutralisers used were specific to
inhibit the antimicrobial properties of quaternary ammonium. The limit of detection recovered Pseudomonas aeruginosa >11 CFU and Staphylococcus aureus
>17 CFU, robustness demonstrated that there was no significant variability in the counts, at different incubation times.

Conclusions: The dilution method - neutralisation with soy lecithin 0.5% and polysorbate 80 4%, allowed the recovery of the test microorganisms at the 10
dilution.

Keywords: dilution; microbial enumeration; neutralization; validation.

Resumen

Contexto: La validacion de métodos microbioldgicos en dispositivos médicos es clave para garantizar la seguridad del paciente y la eficacia de los productos
sanitarios. Este tipo de estudios responde a la necesidad de cumplir con exigencias regulatorias internacionales y asegurar la calidad de las técnicas
analiticas.

Objetivos: Validar la técnica analitica de recuento microbiano, mediante la dilucién-neutralizacién del amonio cuaternario al 0,25%.

Métodos: Método deductivo, aplicado, cuantitativo y experimental, utilizando como método de vertido en placa para la recuperacién de microorganismos de
prueba, para el desarrollo de los pardmetros estadisticos se utilizaron los softwares SPSS y Minitab.

Resultados: Los resultados obtuvieron recuentos menores a 100 UFC para las cepas Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, Staphylococcus aureus ATCC 6538,
Bacillus subtilis ATCC 6633, Candida albicans ATCC 10231y Aspergillus brasiliensis ATCC 16404. La prueba de aptitud recuperé todos los microorganismos de
prueba en la dilucidén 102 y presentd crecimiento e identificacién de microorganismos especificos. La validacién del método de neutralizacién evidencid
eficacia adecuada del neutralizante en la dilucién 102y, a su vez, se demuestra la ausencia de toxicidad del neutralizante. La exactitud de los porcentajes de
recuperacién estuvo dentro del intervalo de confianza del 90%. La precisién del ensayo se encontré <15% del coeficiente de variacidn. A su vez, se demostré
que los neutralizantes utilizados fueron especificos para inhibir las propiedades antimicrobianas del amonio cuaternario. El limite de deteccién recuperd
Pseudomonas aeruginosa > 11 UFC y Staphylococcus aureus >17 UFC. La robustez demostré que no existe variabilidad significativa en los recuentos en
distintos tiempos de incubacidn.

Conclusiones: El método de dilucién - neutralizacidn con lecitina de soya 0,5% y polisorbato 80 4%, permitié la recuperacién de los microorganismos de
prueba en la dilucién 102

Palabras Clave: dilucién; neutralizacidn; recuento microbiano; validacién.
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INTRODUCCION

La aparicién de resistencia microbiana a los agen-
tes biocidas, de la que se informé por primera vez en
la década de 1950, ha subrayado la necesidad de vali-
dar los métodos de desinfeccion. Entre ellos, los com-
puestos de amonio cuaternario (QAC) se utilizan am-
pliamente para el saneamiento de superficies debido a
su actividad antimicrobiana de amplio espectro. Sin
embargo, los marcos normativos carecen a menudo
de métodos normalizados para validar la eficacia de
los agentes neutralizantes utilizados durante las
pruebas microbiolégicas de los QAC (Chacén y Rojas,
2020; Gholizadeh et al., 2019).

En ese contexto, la Farmacopea Americana (USP
NF, 2020) reconocié que el uso de neutralizantes para
inhibir la actividad residual de biocidas, pero no da
detalles sobre la concentracién a utilizar. Este vacio
normativo resalta la importancia de validar cada neu-
tralizante, asegurando asi la fiabilidad del método de
recuperacion microbiana en productos sanitarios (Ka-
terji et al., 2023).

De hecho, muchos ensayos microbiolégicos apli-
cados a dispositivos médicos no se encuentran descri-
tos en las farmacopeas u otras referencias reconoci-
das; es ahi donde se debe exigir establecer pardmetros
de validacién y los resultados deben evaluarse con
métodos estadisticos apropiados, basados y descritos
en las farmacopeas (Organizacién Panamericana de la
Salud, 2013).

En el Perq, la Ley N.° 29459 regula los Productos
Farmacéuticos, Dispositivos Médicos y Productos
Sanitarios, delegando a la DIGEMID la supervisién de
su fabricacion bajo Buenas Practicas de Manufactura
(BPM) y Laboratorio (BPL) (Ministerio de Salud,
2018). Sin embargo, la validacion de métodos micro-
biolégicos especificos para dispositivos médicos no ha
sido normada por la DIGEMID ni por el Centro Na-
cional de Control de Calidad (CNCC), dejando a los
laboratorios la responsabilidad de disefiar y validar
sus propios procedimientos conforme a la naturaleza
del producto y los principios activos involucrados
(DIGEMID, 2018).

Actualmente en los laboratorios se elaboran solu-
ciones de amonio cuaternario al 0,25%, por la accién
bactericida que presenta, pero ello carece de un es-
quema de neutralizacién para la recuperacién de mi-
croorganismos de prueba. Dicha falencia genera que
no se tengan claras las pautas y estdndares a seguir,
los cuales puedan ser validados mediante la interpre-
tacion de los datos, criterios de aceptacién y el desa-
rrollo de métodos estadisticos (Canil et al., 2020).
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Este esfuerzo cobra relevancia considerando que
incluso productos con accién antimicrobiana han
mostrado presencia de microorganismos fuera de
especificacién, lo que puede derivar en alertas sanita-
rias, retiros del mercado e incluso destrucciéon del lote
afectado (DIGEMID, 2019).

En consecuencia, validar un método de neutraliza-
cién para la solucién de amonio cuaternario al 0,25%
no solo garantizard una recuperacién adecuada de los
microorganismos de prueba, sino que también forta-
lecera el aseguramiento de la calidad microbioldgica
de este dispositivo médico (Ramos et al., 2021).

Como objetivo general de investigacién se plante6
determinar la validacién microbiolégica de un desin-
fectante de superficies de amonio cuaternario al 0,25%
mediante el método de dilucién-neutralizacién. Y
como objetivos especificos:

1. Estandarizar las cepas microbiolégicas de refe-
rencia utilizadas en el ensayo de validacién
microbiolégica.

2. Evaluar la capacidad de los medios de cultivo
para promover el crecimiento de microorga-
nismos de prueba.

3. Verificar la aptitud del método en presencia
del desinfectante y del neutralizante.

4. Validar la eficacia y la no toxicidad de la neu-
tralizante lecitina 0,5%.

5. Determinar los pardmetros de validaciéon del
método microbiolégico.

Y como hipétesis objetivo principal: Ho: No existe
validez del ensayo microbiolégico de una solucién de
amonio cuaternario al 0,25% para limpieza de super-
ficies, basado en la Farmacopea Americana vigente.
Hi: Existe validez del ensayo microbiolégico de una
solucién de amonio cuaternario al 0,25% para limpie-
za de superficies, basado en la Farmacopea America-
na vigente.

MATERIAL Y METODOS

Diseiio de estudio

El método utilizado fue el hipotético-deductivo, el
cual se caracteriza por partir de hipoétesis iniciales,
que a través de etapas deductivas tiene la finalidad de
llegar a la realidad comprobando o refutando las hi-
potesis mediante la experiencia (Arias y Covinos,
2021). Respecto al enfoque, fue cuantitativo, el cual
son eventos de la realidad que se quieren investigar,
se verifican, se cuantifican y pueden darse o no a co-
nocer o se utilizan de alguna manera (Cadena et al.,
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2017). La investigacién es aplicativa; este nivel es en-
tendido como la utilizacién de los conocimientos en la
préactica, para aplicarlos en provecho de los grupos
que participan en esos procesos y en la sociedad en
general, ademas del bagaje de nuevos conocimientos
que enriquecen la disciplina (Vargas, 2009). El disefio
experimental, se caracteriza por una asignacioén alea-
toria probabilistica de los participantes en el grupo
experimental y control (Ramos, 2021).

Poblacion y muestra de estudio

Poblacién: Nueve litros con solucién de amonio
cuaternario al 0,25%.

Criterios de inclusion: Soluciéon de amonio cuater-
nario al 0,25% de 1 litro.

Criterios de exclusion: Solucién de amonio cuater-
nario al 0,25 % en presentaciones de 4 litros.

Muestra: 200 mL de solucién de amonio cuaterna-
rio al 0,25 %.

Muestreo: No probabilistico, por conveniencia.

Definicion de variable

El amonio cuaternario es un compuesto cuya es-
tructura basica es el cation amonio (NH4*), es soluble
en agua y alcohol, acttia de manera eficiente en medio
alcalino, tiene atributos tensoactivos y su eficacia
disminuye con la presencia de material orgéanico.
Presenta accién desinfectante a partir de concentra-
ciones de 0,25%. Se utilizan en soluciones acuosas o
mezclados con detergentes para potenciar su accién,
generalmente asociados a aminas terciarias en su
composicién (Diomedi et al., 2017).

Mecanismo de accién: El amonio cuaternario acttia
incrementando la permeabilidad de la membrana. Su
accién bactericida acttia sobre las enzimas producto-
ras de energia, desnaturalizando las proteinas celula-
res esenciales y afectando la membrana celular con la
consiguiente pérdida de los componentes citoplasma-
ticos (Gaviola et al., 2021).

Espectro de accién: Presenta actividad desinfectan-
te sobre bacterias vegetativas, hongos y virus. Dentro
de su espectro de accién presenta excelente eficacia
sobre las bacterias grampositivas. No presentan ac-
cién esporicida, tuberculocida, y algunos virus pe-
quefios (Diomedi et al., 2017). Tiene baja eficacia sobre
las bacterias Gram-negativas, como la Pseudomonas
aeruginosa que crea resistencia determinada por plés-
midos (Ramos y Alonso 2011).

Colecciéon de cultivo Tipo Americano (ATCC):
Fundada en 1925 para servir como centro de distribu-
cién de cultivos de microorganismos, dedicada a la
preservacion, autenticacién y distribucién de diversos
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materiales biol6gicos. Actualmente es la coleccién de
cultivos més grande del mundo, con colecciones en
seis areas: Bacteriologia, Cultivo Celular, Biologia
Molecular, Micologia, Protistologia y Virologia. Por lo
cual cada laboratorio en su especialidad lo use para
sus fines convenientes (Institute of Medicine, 1996).

Pseudomonas aeruginosa: Es un patégeno oportunis-
ta que se encuentra y persiste en el medio ambiente.
Esta bacteria tiene forma bacilar, perteneciente al
grupo de los bacilos Gram negativos. Presenta flagelo
polar que le confiere la motilidad, puede crecer en
presencia o ausencia de oxigeno, utilizando el nitr6-
geno o la arginina como terminal de aceptacién de
protones. Crece de manera eficaz en el agua y en el
suelo viviendo con minimos requerimientos nutricio-
nales. Puede crecer entre 20°C y 43°C, se diferencia de
otras especies de Pseudomonas por crecer a altas tem-
peraturas. Este patégeno pertenece al grupo de no
fermentadores de lactosa, con la capacidad de utilizar
acetato y amoniaco, para obtener energfa de la oxida-
cioén de aztcares (Paz et al., 2019).

Staphylococcus aureus: Es un microorganismo que
en la observacién microscépica se observa agrupado
en racimos; la coloracién de sus colonias tiene un
pigmento de color dorado. Se clasifica como un coco
Gram-positivo, [-hemolitico, catalasa y coagulasa
positivos. Este microorganismo es parte de la flora
normal de la piel de los seres humanos (Pasachova et
al., 2019).

Bacillus subtilis: Presenta crecimiento aerobio, se-
gun su coloracién son bacilos Gram-positivos de ta-
mafio variable (0,5 a 10 pm), crecen en pH neutro, son
mesofilas (temperatura entre 30°C y 45°C), tienen la
capacidad de producir endosporas, lo que le confiere
un mecanismo de resistencia a diversos tipos de am-
bientes (Villarreal et al., 2018).

Candida albicans: Las especies del género Candida
son microorganismos que se encuentran como parte
de la flora normal de piel y mucosa; en el individuo
inmunocompetente se comportan como patogenos
oportunistas (Lazo et al., 2018), presentan forma
ovoide, son unicelulares, de reproduccién asexual
(tisién binaria o gemacion), son pequefias (4-6 pm), de
pared delgada. Mediante la coloracién Gram se tifien
de color azul oscuro. La morfologia de la colonia es
lisa, de color cremoso y brillante. En la identificacién
preliminar se observa el tubo germinal luego de 90
minutos de incubacién (Rodriguez y Prado, 2005).

Aspergillus brasiliensis: Sus esporas se diseminan
facilmente en el ambiente, crecen a temperaturas en-
tre 6°C y 55°C y a poca humedad. Se desarrollan so-
bre una amplia variedad de sustratos gracias a que
secretan enzimas que los degradan en compuestos
nutritivos ttiles; son de importancia a nivel industrial
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como productoras de enzimas (Salazar y Leén, 2014).
Las principales caracteristicas macroscépicas de las
colonias, como el didmetro, la textura de las colonias,
el pigmento difusible del anverso y del reverso de las
colonias en el medio de cultivo y a nivel microscépi-
co, se observan esclerocios y formas de conidiéforo,
entre otros (Arrua et al., 2012).

La concentraciéon del 0,25% de amonio cuaternario
fue seleccionada por ser la minima concentracién
reportada en la literatura y en la Farmacopea Ameri-
cana que garantiza actividad antimicrobiana efectiva
para desinfeccién de superficies no porosas, minimi-
zando la interferencia con compuestos neutralizantes
y representando un uso comun en la préactica indus-
trial y hospitalaria (Diomedi et al., 2017; Gaviola et al.,
2021).

Procesamientos

Estandarizacion de cepas

A partir de un cultivo de cada microorganismo y
con un asa de siembra se inoculé en un tubo con 10
mL de medio de caldo tripticasa de soya, las cepas
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 Staphylococcus
aureus ATCC 6538, Escherichia coli 8739 y Bacillus subti-
lis ATCC 6633 durante 24 horas entre 30°C y 35°C y
para el cultivo de Candida albicans ATCC 10231 se
inocul6 con un asa de siembra a un tubo con 10 mL de
caldo Sabouraud y se incubd durante 48-72 horas
entre 20°Cy 25°C.

El cultivo de Aspergillus brasiliensis ATCC 16404 se
suspendié con 10 mL de buffer peptona con 0,05% de
polisorbato 80 hasta completar los 50 mL en un frasco
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con tapa rosca estéril. Se transfirieron 0,1 mL de cada
suspension obtenida a 9,9 mL de buffer peptona, solo
para el caso de Aspergillus brasiliensis se transfirio
aproximadamente 0,5 mL de la suspensién recolecta-
da a 9,5 mL de buffer peptona con 0,05% de polisorba-
to 80.

La suspensién de cada microorganismo (Pseudo-
monas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Bacillus subtilis y Candida albicans) se midié con un
espectrofotémetro con una longitud de onda de 560
nm y a una absorbancia entre 0,050 y 0,075, y para el
caso de Aspergillus brasiliensis a una absorbancia apro-
ximada de 0,27 para obtener un recuento menor de
100 UFC/mL.

Se realizaron diluciones seriadas hasta 10-¢ para las
cepas: Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, Staphyloco-
ccus aureus ATCC 6633 y Escherichia coli ATCC 8739;
para Bacillus subtilis ATCC 6633 hasta la dilucién 105;
para los microorganismos Candida albicans ATCC
10231 y Aspergillus brasiliensis ATCC 16404 se realiza-
ron las diluciones seriadas hasta 104 De la tdltima
dilucién de cada microorganismo, se agregé 1 mL a
una placa Petri (se realizé en 5 placas repetidas) y se
incorpor6 agar tripticasa de soya para las cepas (Pseu-
domonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Escherichia
coli y Bacillus subtilis). Se homogeneiz6 e incub6 entre
30°C y 35°C por 72 horas. Para los microorganismos
Candida albicans y Aspergillus brasiliensis se incorpord
agar Sabouraud dextrosa y se incubé a 20°C-25°C por
5 dias, y se determinaron las diluciones con menos de
100 UFC/mL (Fig. 1). Se registr6 el recuento en la
ficha de recoleccion de datos de estandarizacion de
cepas.

o . W
| o

Inéculo = ==
Estandarizado oml 9ml
Log. de onda 560 nm 10" 102
<100 ufc/mL

Incorporar Agar Sabouraud Dextrosa
Incubar de 20° C - 25° C por 5 dias

Incorporar Agar Tripticasa de Soya
Incubar de 30° C - 35° C por 3 dias

Incorporar Agar Tripticasa de Soya
Incubar de 30° C - 35° C por 3 dias

ImL  lml  lml lml 1wl
O NN

—_—
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o

Figura 1. Esquema de estandarizacién de cepas de prueba.
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Tabla 1. Propiedades indicadoras de promocidn del crecimiento e inhibitorias de los medios de cultivo.

Prueba [ Medio

Propiedad

Cepas de prueba

Prueba de Pseudomonas aeruginosa
Agar cetrimide

Prueba de Staphylococcus aureus
Agar manitol salado

Prueba de Candida albicans

Caldo Sabouraud dextrosa

Promocién de crecimiento
Inhibitoria
Promocién de crecimiento

Inhibitoria

Promocion de crecimiento

Pseudomonas aeruginosa
Escherichia coli
Staphylococcus aureus

Escherichia coli

Candida albicans

Tabla 2. Criterios de aceptacion de la prueba de aptitud del método de recuento y microorganismos especificos.

Prueba

Criterio de aceptacion

Aptitud del método de recuento

Prueba de Grupo de estudio
microorganismos G g . .
especificos rupo de prueba (A):

Microorganismo

Grupo de prueba con respecto al Grupo
control no difiere en un factor mayor de 2
(50%-200%).

Crecimiento (turbidez)

Pseudomonas aeruginosa

Staphylococcus aureus

Grupo control (B):

Pseudomonas aeruginosa

Staphylococcus aureus

Control negativo:
Seleccién y subcultivo Microorganismo
Pseudomonas aeruginosa

Staphylococcus aureus

No aplica

Agar cetrimide

Agar manitol salado

Ausencia de crecimiento

Medio selectivo

Colonias verdosas

Colonias amarillas

Promocion de crecimiento de los medios de cultivo

La promocién de crecimiento de los medios de cul-
tivo se realizé mediante la preparacién de los medios
de cultivo de agar digerido de caseina y soja, agar
Sabouraud dextrosa, caldo digerido de caseina y soja
y caldo Sabouraud dextrosa como indicé el fabricante.
Para medios de cultivo sélidos se agregaron 15-20 mL
de agar estéril a placas Petri a una temperatura apro-
ximada de 45°C-50°C y se dejaron solidificar; para el
caso de medios de cultivo liquidos estériles se prepa-
raron alicuotas de 9,9 mL en tubos estériles. A los
medios sélidos y liquidos se les realizé un inéculo de
microorganismos (no més de 100 UFC), los cuales
estan indicados en la Tabla 1. Estas suspensiones de
cepas de prueba se usaron dentro de las 2 horas o 24
horas almacenadas a temperaturas de 2°C-8°C. Con
una espatula de Drigalsky se distribuy6 el in6culo en
toda la superficie del medio y se incubaron las placas
a 30°C-35°C por 72 horas para microorganismos aero-
bios mesoéfilos y para hongos y levaduras se incuba-
ron a 20°C-25°C durante 5 dias. Se registré la recupe-
racién de los microorganismos en el formato de regis-
tro de la prueba de promocién e inhibicién de creci-
miento de medios de cultivo.

https://jppres.com

Propiedades indicadoras de promocién del
crecimiento e inhibitorias de los medios de cultivo

La promocién del crecimiento e inhibitorias de los
medios de cultivo se realizaron mediante la prepara-
cién de los medios de cultivo agar manitol salado y
agar cetrimide como indica el fabricante. Se agregaron
15-20 mL de agar estéril a placas Petri a una tempera-
tura aproximada de 45°C-50°C y se dejo solidificar. Se
seleccionaron e incubaron los microorganismos de
prueba (no més de 100 UFC) correspondientes a los
medios indicados en la Tabla 2, con la ayuda de una
espatula de Drigalsky se distribuy6 e inoculé en toda
la superficie del medio. Se incubaron las placas inver-
tidas de 30°C a 35°C durante 72 horas y de 20°C a
25°C durante 5 dias para levaduras. A continuacién,
se registro la recuperacion de los microorganismos en
el formato de registro de la prueba de promocién e
inhibicion de crecimiento de medios de cultivo.

Composicion del neutralizador y fundamentos de su
validacién

Se empled como neutralizante una mezcla com-
puesta por lecitina al 0,5% y polisorbato 80 al 4%,
formulacién recomendada en la Farmacopea Ameri-
cana para neutralizar compuestos catiénicos como los

J Pharm Pharmacogn Res (2026) 14(1): 5


https://jppres.com/

Esteves et al.

amonios cuaternarios. La validacién incluyé la eva-
luacién de la eficacia neutralizante (comparacién en-
tre el grupo de prueba y el grupo control), ausencia
de toxicidad (comparacion entre el grupo control y el
grupo de viabilidad) y especificidad del método de
dilucién-neutralizacién (mediante pruebas de equiva-
lencia).

Aptitud del método

Preparacion de grupos de prueba (A)

Para la preparacién de A, se realizé una dilucién
1/10 y 1/100 en caldo tripticasa soya lecitina (0,5%)
polisorbato 80 (4%), tomando 10 mL de muestra a
evaluar. Posteriormente, se homogeneizé y se distri-
buyé con una pipeta estéril 9,9 mL de las diluciones
realizadas del caldo tripticasa soya lecitina (0,5%)
polisorbato 80 (4%) a tubos estériles (ver Fig. 2). Se
rotulé cada tubo correspondiente con el nombre de
los microorganismos: Pseudomonas aeruginosa, Staphy-
lococcus aureus, Bacillus subtilis, Candida albicans y As-
pergillus brasiliensis

Preparacion del grupo control (B)

A partir del medio cultivo estéril caldo, tripticasa
de soya, lecitina (0,5%), polisorbato 80 (4%). Se distri-
buy6 con una pipeta estéril, 9,9 mL a tubos estériles
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(Fig. 2) y se rotul6 cada tubo correspondiente con el
nombre de los microorganismos: Pseudomonas aerugi-
nosa, Staphylococcus aureus, Bacillus subitilis, Candida
albicans y Aspergillus brasiliensis.

Inoculacion

La inoculacién se realizé mediante la adicién de
0,1 mL de la suspensién de trabajo que contenia me-
nos de 100 UFC de Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Bacillus subtilis, Candida albicans y Aspergi-
Ilus brasiliensis al tubo rotulado con el nombre de cada
microorganismo y se homogeneizé.

Control negativo

El control del medio de cultivo se realizé con caldo
de tripticasa de soya, lecitina (0,5%), polisorbato 80
(4%) y se incub6 a 30°C-35°C por 24-72 horas. Adicio-
nalmente se realiz6 el control negativo del agar tripti-
casa de soya, incorporando 15 a 20 mL del medio de
cultivo enfriado a 45°C, aproximadamente. Se dejo
solidificar a temperatura ambiente y se incub6 de
30°C a 35°C por 24 a 72 horas. A su vez, se realiz6 el
control negativo del agar Sabouraud dextrosa incor-
porando 15 a 20 mL del medio de cultivo enfriado a
45°C, aproximadamente. Se dejo solidificar a tempera-
tura ambiente y se incub6 de 20°C a 25°C por 3 a 5
dias.

RECUENTO TOTAL DE AEROBIOS TOTALES HONGOS Y LEVADURAS

GRUFPO DE PRUEBA (A)
Producto + Diluyente + Neutralizante + Indculo

10 mL

10 mL de Producto, . -
R . ¥
S0 ml del diluyente - 90 ml del diluryente i
Lecitina 0,5 % | Lecitina0,5%
Polisorbato 80 4% Polisorbato 80 4%
10 107

9,9 ml de dilucién +
100 pL mo (< 100 ufe/ml)

9,9 ml de la dilucién =
100 pL m.0 (< 100 ufeiml)

Vi Vil
1!]!1 ]! "n
J I;Jnlxmn,pjhm- |m|=unn.'meJ
ERER EEER
Slide Shmis

MICROORGANISMOS ESPECIFICOS
o 100 L Ps (< 100 ufc/mlL)

90 ml del
diluyente
1ol detm . Lecitina 0,5 %

ditucién 10+ v !
4
£ Polisorbato 80 4%
L 100 V" 100 L St {< 100 ufc/mL)
gm‘

Incubar de
30° - 35°C

Incubar de

30°- 35°C

aVI 1824 hes
S

| 18=-24by —*

Figura 2. Esquema de aptitud del método de recuento y microorganismos especificos.

GRUPO CONTROL (B)
Diluyente + Neutralizante + Inéculo

5

9,9 ml del diluyente + nevtralizante
100 uL m.0 (< 100 ufe/mL)

EEER

1010

1 ml x m.o /placa

BEER

Ps St Sub Cd Asp

===
- =

90 ml del diluyente
Lecitina 0,5 %
Folisorbato 80 4%

Incubar 307 - 35°C Leyenda:
=, porl3.Tlhm Ps  Proudomoncs aeruginosa
St Staphylocoscus aurens
Sub Bacillus subtilis
Mucroorganismos

Candida albicans
Asp
me
Incubar 30° - 35°C TSA  Agar Tripticasa de Soya

=, porls. 2k AS  Apar Saboursud Dextwosa
Agar Manitol salado

Aspergilius brasiliensis
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Recuento total de microorganismos aerobios mesofilos
(RTMA)

Para el RTMA se pipeteé 1 mL del tubo rotulado
como Pseudomonas aeruginosa a placas Petri estériles
(por triplicado), se realizé la misma accién para los
microorganismos Staphylococcus aureus y Bacillus subti-
lis, finalmente a cada placa se incorporé 15 a 20 mL de
agar tripticasa de soya enfriado a 45°C, aproximada-
mente. Se realizaron movimientos rotatorios y se dejo
solidificar a temperatura ambiente. Se incubaron to-
das las placas a la temperatura de 30°C a 35°C por 72
horas. Transcurrido el tiempo de incubacién, se cont6é
el nimero de colonias por placa y se obtuvo el pro-
medio y se expres6 el resultado en UFC/mL. Los
resultados se registraron en el formato de aptitud del
método de recuento y microorganismos especificos.

Recuento total de hongos filamentosos y levaduras (RTHL)

Para el RTHL se pipete6 1 mL del tubo rotulado
como Candida albicans a placas Petri estériles (por du-
plicado), se realiz6 la misma accién para el microor-
ganismo Aspergillus brasiliensis, finalmente a cada
placa se incorporaron 15 a 20 mL de agar Sabouraud
dextrosa enfriado a 45°C, aproximadamente. Poste-
riormente, se realizaron movimientos rotatorios y se
dej6 solidificar a temperatura ambiente. Se incubaron
todas las placas a la temperatura de 20°C a 25°C por 5
dias. Transcurrido el tiempo de incubacién, se conté
el namero de colonias por placa, se obtuvo el prome-
dio y se expreso el resultado en UFC/mL. Los resul-
tados se registraron en el formato de aptitud del mé-
todo de recuento y microorganismos especificos.

Microorganismos especificos

Preparacion del grupo de prueba (A)

Para el grupo de prueba, se realizé una dilucién
1/10 en caldo tripticasa soya lecitina (0,5%) polisorba-
to 80 (4%) tomando 10 mL de muestra y se homoge-
neizé. De la dilucién realizada se transfirieron 10 mL
a otro envase que contenia 90 mL de caldo tripticasa
soya lecitina (0,5%) polisorbato 80 (4%) y se homoge-
neizé. Luego se distribuyeron con una pipeta estéril
9,9 mL del envase de la segunda dilucién a dos tubos
estériles y se rotularon como Pseudomonas aeruginosa y
Staphylococcus aureus.

Preparacion del grupo control (B)

El grupo B se preparé a partir del medio de cultivo
caldo de tripticasa de soya y lecitina (0,5%) y polisor-
bato 80 (4%). Se distribuyeron con una pipeta estéril
9,9 mL a dos tubos estériles y se rotularon como Sta-
phylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa.

https://jppres.com
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Inoculacion

Para la inoculacién se adicioné 0,1 mL de la sus-
pensién de trabajo que contenia menos de 100 UFC de
Pseudomonas aeruginosa al tubo rotulado con el nom-
bre del microorganismo y se incubé a 30°C a 35°C por
18 a 24 horas. Ademas, se adicioné 0,1 mL de la sus-
pensién de trabajo que contiene menos de 100 UFC de
Staphylococcus aureus al tubo rotulado con el nombre
del microorganismo y se incub6 a 30°C a 35°C por 18
a 24 horas.

Control negativo

Los controles negativos para el medio de cultivo se
realizaron mediante caldo de tripticasa de soya y leci-
tina (0,5%) y polisorbato 80 (4%) y se incubaron los
tubos a 30°C-35°C por 18 a 24 horas. Finalizado el
periodo de incubacién, se observé la ausencia de tur-
bidez en cada uno de los tubos.

Seleccién y subcultivo

Microorganismo: Pseudomonas aeruginosa

Mediante un asa de siembra subcultivo por estria y
agotamiento del tubo de prueba, el tubo del grupo
control y el control negativo a una placa conteniendo
agar cetrimida y se incubé a una temperatura de 30° C
a 35° C por 18 a 72 horas.

Microorganismo: Staphylococcus aureus

Mediante un asa de siembra subcultivo por estria y
agotamiento del tubo de prueba, el tubo del grupo
control y el control negativo a una placa conteniendo
agar manitol salado y se incub6 a una temperatura de
30°C-35°C por 18 a 72 horas.

Determinacion del limite de detecciéon

Preparacion del grupo de prueba (A)

Se realiz6 una dilucién 1/10 en caldo de tripticasa
de soya y lecitina (0,5%) y polisorbato 80 (4%), to-
mando 20 mL de muestra y luego se homogeneizé. De
la dilucién realizada se transfirieron 20 mL a otro
envase que contuvo 180 mL de caldo tripticasa soya
lecitina (0,5%) polisorbato 80 (4%) y se homogeneizé.
A partir de lo anterior, se distribuyeron con una pipe-
ta estéril, 9,9 mL del envase de la segunda dilucién a
20 tubos estériles y se rotularon como Staphylococcus
aureus. Ademads, se distribuyeron con una pipeta esté-
ril, 9,9 mL del envase de la segunda dilucién a 20
tubos estériles y se rotularon como Pseudomonas aeru-
ginosa.
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Incubar 30° - 35°C x 18 - 24 hrs

Cepa de prueba: Pseudomonas aeruginosa / Staphylococcus aureus

Producto + Diluyente + Neutralizante + indculo

Figura 3. Esquema del limite de deteccién.

GRUPO CONTROL (B)
Diluyente + Neutralizante + inéculo

9,9 ml del diluyente + Neutralizante
100 uL de Inéeulo estandarizado
100 uL de cada Indculo diluido
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.
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Incubar 30° - 35°C x 18 -24 hrs

Preparacion del grupo control (B)

Previamente se incorporaron 20 mL de buffer pep-
tona al medio de cultivo caldo tripticasa soya lecitina
(0,5%) polisorbato 80 (4%) y se homogeneizé. Luego
se distribuyeron con una pipeta estéril 9,9 mL a 20
tubos estériles y se rotularon como Staphylococcus
aureus. Ademads, se distribuyé con una pipeta estéril
9,9 mL a 20 tubos estériles y se rotularon como Pseu-
domonas aeruginosa.

Inoculaciéon

Inoculacion de Pseudomonas aeruginosa

Para el trabajo con P. aeruginosa se realizaron tres
diluciones sucesivas al medio a partir de la suspen-
sién del in6culo estandarizado (Fig. 3). Se adiciond 0,1
mL de la suspensién de trabajo que contenia menos
de 100 UFC de P. aeruginosa a cinco tubos rotulados
con el nombre del microorganismo en cada una de las
diluciones (Dil 1, Dil 2 y Dil 3) y se incubaron todos
los tubos a 30°C-35°C por 18 a 24 horas.

Inoculacion de Staphylococcus aureus

Para el estudio de S. aureus se realizaron tres dilu-
ciones sucesivas al medio a partir de la suspension del
inéculo estandarizado (Fig. 3). Se adicion6 0,1 mL de
la suspensién de trabajo que contenia 10+ UFC de S.
aureus a cinco tubos rotulados con el nombre del mi-
croorganismo en cada una de las diluciones (Dil 1, Dil
2 y Dil 3) y se incubaron todos los tubos a 30°C-35°C
por 18 a 24 horas.
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Validacion de métodos de neutralizacion

Para la validacién del método de neutralizacién, al
grupo de prueba (A) y al grupo control (B) se adicio-
noé el grupo de viabilidad (C) para determinar la au-
sencia de toxicidad del neutralizante, en el cual se
realizaron tres ensayos independientes en tres lotes
del producto.

Preparacion del grupo viabilidad (C)

A partir del medio de cultivo caldo tripticasa soya
sin presencia de neutralizantes, se realiz6 lo siguiente
se distribuyeron, con una pipeta estéril, 9,9 mL a tu-
bos estériles (Fig. 4). Se rotul6 cada tubo correspon-
diente con el nombre de los microorganismos: Pseu-
domonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Bacillus sub-
tilis, Candida albicans y Aspergillus brasiliensis.

Inoculacion

La inoculacién se realizé mediante la adicién de
0,1 mL de la suspensién de trabajo que contuvo me-
nos de 100 UFC de Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Bacillus subtilis, Candida albicans y Aspergi-
llus brasiliensis al tubo rotulado con el nombre de cada
microorganismo y se homogeneizé. Para la recupera-
cién de los microorganismos para este grupo, se si-
guid el procedimiento a partir de lo expuesto en el
apartado "Aptitud del método". Para el desarrollo del
pardmetro de robustez se incubaron dos dias adicio-
nales para cada grupo de microorganismos.
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RECUENTO TOTAL DE AEROBIOS MESOFILOS TOTALES, HONGOS Y LEVADURAS

GRUPO DE PRUEBA (A)
Producto + Diluyente + Neutralizante + Inéculo

10 mL
10 mL de Producto ‘ ‘
x .
90 ml del dituyente 90 ml del diluyente
Lecitina05%  § Lecitina 0,5% [
Polisorbato 80 4%
107 100

Polisorbato 80 4%
9.9 ml de dilucién + 9,9 ml de dilucién
100 pL m.o (< 100 ufc/mL) 100 pL m.o (< 100 ufc/mL)

R!W!T n!T!W
.‘ .’ < J J J J J <
1 ml mo /placa 1 mlm. o /placa
Ps St Sub Cd_Ag Ps__St_Sub_Cd_As
SSE==SES ===
— N~ — =
TSA AS TSA AS
Incubar Incubar Incubar Incubar
30°-35°C  20°-25°C 30°-35°C 0°-25°C
3-Sdias 57 dias 3-5dias 57 dias
Leyenda:
Ps: Pseudomonas aeruginosa
St; Staphylococcus aureus
Sub: Bacillus subtilis
Cd: Candida albicans
Asp: Aspergillus brasiliensis
m.o: Microorganismos
TSA: Agar Tripticasa de Soya
AS: Agar Sabouraud Dextrosa

GRUPO CONTROL (B)
Diluyente + Neutralizante + Inéculo

=] s
90 ml del diluyente { 90 ml del diluyente {
Lecitina05% 1

Polisorbato 80 4 %

9.9 ml del diluyente + neutralizante
100 uL m.o (< 100 ufe/mL)

Vi FEELY
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LEdd 1dd kL
Ps St Sub Cd As Ps St Sub Cd As

TSA AS TSA AS
Incubar Incubar Incubar Incubar
30°-35°C 20°-25°C 30°-35°C 20°-25°C
3 -5 dias 5-7dias 3-5dias 5-7dias

Figura 4. Esquema de validacion del método de neutralizacion.

GRUPO VIABILIDAD (C)
Diluyente + Inéculo

9.9 ml del diluyente
100 pL m.o (< 100 vfc/mL)

Descripcion del instrumento

Se registraron los datos como ficha de recoleccién
de datos de estandarizaciéon de cepas de prueba, for-
mato de registro de la prueba de promocién e inhibi-
cién de crecimiento de medios de cultivo, formato de
registro de la prueba de la aptitud del método de
recuento y microorganismos especificos, formato de
limite de deteccién y formato de validacion de méto-
do de neutralizacién en grupos de tratamiento.

Aspectos éticos

El estudio fue aprobado para su ejecucién median-
te la resolucion N°175-2024-DFFB/UPNW, la cual fue
emitida por el comité de ética de la Universidad Pri-
vada Norbert Wiener, siendo el decano de la Facultad
de Farmacia y Bioquimica quien dio la autorizacién.

Analisis estadisticos

La validacién de los instrumentos de medicion se
realiz6 de acuerdo con las opiniones de tres expertos.

Los resultados de recuento de UFC y turbidez de
los medios de cultivo se registraron a los instrumen-
tos respectivos: Ficha de recolecciéon de datos de es-
tandarizacién de cepas de prueba. Formato de regis-
tro de la prueba de promocién e inhibicién de creci-
miento de medios de cultivo. Formato de registro de
la prueba de la aptitud del método de recuento y mi-
croorganismos especificos. Formato de limite de de-
teccién. Formato de validaciéon de método de neutra-
lizacién en grupos de tratamiento (Tabla 3).
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Estandarizacion de cepas

Para el logro de este objetivo se desarroll6 el pro-
cedimiento, se promediaron las cinco repeticiones
(recuento en placa), las cuales obtuvieron un prome-
dio de UFC de la suspension estandarizada. EI re-
cuento de los microorganismos de prueba correspon-
di6 a un inéculo estandarizado menor de 100
UFC/mL.

Prueba de promocion de crecimiento y propiedades
indicadoras e inhibitorias de los medios de cultivo

Para verificar la conformidad del medio de cultivo,
se realiz6 el procedimiento de la prueba de promo-
cién. Los resultados se registraron en el formato de
registro de prueba de promocién e inhibicion de cre-
cimiento de medios de cultivo, el cual cumplié los
criterios de aceptacién del medio de cultivo que apa-
recen en la Tabla 4.

Aptitud del método de recuento y microorganismos
especificos

Para el célculo de la interpretacién de los resulta-
dos, previamente se realizé el procedimiento de apti-
tud del método de recuento y microorganismos (Fig.
5).

Determinacion del limite de detecciéon

Para determinar el criterio de aceptacion, se realizé
el procedimiento del limite de deteccién para micro-
organismos.
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Figura 5. Diagrama de flujo del trabajo experimental.

Limite de deteceion

Tabla 3. Procesamiento de parametros estadisticos.

Pruebay parametros

Calculo estadistico

Estandarizacion de cepas
Promocion de crecimiento

Aptitud del método de recu

ento

Efectividad del neutralizante

Toxicidad del neutralizante

Exactitud
Precision (repetibilidad)
Especificidad

Limite de deteccidn

No aplica.
No aplica.
No aplica.

Prueba t para comparacién de dos medias independientes a nivel de significancia de 5%.
Bilateral: u Grupo Prueba = p Grupo Control.

Prueba t para comparacion de dos medias independientes a nivel de significancia de 5%.

Bilateral: u Grupo Control = u Grupo Viabilidad.

Cumple: Factor 2 se encuentra dentro de los limites del intervalo de confianza al 90%.
C.V. menor al 15%.

W Grupo prueba = p Grupo Control.

No aplica.

Robustez Prueba t para comparacion de dos medias emparejadas a nivel de significancia de 5%.
Bilateral: u Grupo Prueba = Grupo Control.
W Grupo Control = u Grupo Viabilidad.
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Tabla 4. Criterios de aceptacion de prueba de promocidon de crecimiento y propiedades indicadoras e inhibitorias de los medios de cultivo.

Prueba

Criterio de aceptacion

Promocién en medios de cultivo solido

Promocién en medios de cultivo liquido

Factor no mayor de 2

Turbidez

Propiedades inhibitorias Medio de cultivo

Cepas de prueba Ausencia de crecimiento

Agar cetrimide

Agar manitol salado

Medio de cultivo
Propiedades indicadoras Agar cetrimide

Agar manitol salado

Agar Sabouraud dextrosa

Escherichia coli
Escherichia coli
Cepas de prueba Presencia de crecimiento (turbidez)
Pseudomonas aeruginosa

Staphylococcus aureus

Candida albicans

Interpretacién: Turbidez en las cinco réplicas si-
multdneas de cada dilucién que permiti6 el crecimien-
to, lo cual estableci6 el limite minimo de recuperacién
de microrganismos en los grupos de ensayo no menor
del 90% (Aeas, 2022).

Procesamiento de parametros estadisticos

Se trabaj6 con equipos calibrados, calificados y
materiales que formaron parte del laboratorio. No
existieron problemas éticos ni morales. La informa-
cién de la formulacién y lotes del producto para esta
investigacion se mantiene en reserva de acuerdo con
las politicas de confidencialidad de la empresa.

Validacion de métodos de neutralizacion

Para garantizar la repetibilidad, se realizaron tri-
plicados o mas en cada punto experimental bajo con-
diciones controladas. La reproducibilidad se asegurd
mediante la realizacion de tres ensayos independien-
tes con distintos lotes del producto, bajo los mismos
protocolos, condiciones ambientales y operadores
calificados. Las desviaciones estandar y coeficientes
de variacion menores al 15% confirmaron la estabili-
dad del método.

RESULTADOS

Se observo que el recuento de microorganismos en
la mayor dilucién present6 un recuento menor a 100
unidades formadoras de colonias (ver Tabla 5).

Se seleccionaron las diluciones que presentaron un
recuento referencial menor a 100 UFC/mL con res-
pecto a la dilucion estandarizada (Tabla 6).
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Se observé que los medios de cultivo permitieron
el crecimiento de los microorganismos inoculados, los

cuales se encontraron dentro de un porcentaje de
recuperacion del 50%-200% (Factor 2) y para medios
liquidos presentaron crecimiento o turbidez (Tabla 7).

Se observé que la recuperacion de Pseudomonas ae-
ruginosa y Staphylococcus aureus se encontré dentro del
factor no mayor de 2 para medios selectivos y presen-
té inhibiciéon del microorganismo Escherichia coli en
ambos medios de cultivo (Tabla 8).

La recuperacién de microorganismos del primer
ensayo independiente en la dilucién 10! para los mi-
croorganismos Staphylococcus aureus y Bacillus subtilis
no cumplieron con el factor mayor de 2 (50%-200%).
Sin embargo, en la dilucién 10-2 todos los microorga-
nismos presentaron recuperaciéon dentro del factor de
2 (50%-200%) (Tabla 9).

La recuperacién de microorganismos del segundo
ensayo independiente en la dilucién 10! para los mi-
croorganismos Staphylococcus aureus y Bacillus subtilis
no cumplieron con el factor mayor de 2 (50%-200%).

Sin embargo, en la diluciéon 102 todos los microor-
ganismos presentaron recuperacién dentro del factor
de 2 (50%-200%) (Tabla 10).

La recuperacién de microorganismos del tercer en-
sayo independiente en la dilucién 10! para los micro-
organismos Staphylococcus aureus y Bacillus subtilis no
cumplieron con el factor mayor de 2 (50%-200%). Sin
embargo, en la dilucién 102 todos los microorganis-
mos presentaron recuperacién dentro del factor de 2
(509%-200%) (Tabla 11).
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Tabla 5. Estandarizacion de cepas de prueba.

Pseudomonas Staphylococcus Escherichia Bacillus Candida Aspergillus
Diluciones aeruginosa aureus coli subtilis albicans brasiliensis
10+ 10° 10°¢ 10" 10° 10°¢ 10* 10° 10°¢ 102 10* 10° 102 10 10* 102 103 10"
9x10° 9.x10> 86 7x10° 7x10% 65 9x10° 9x10? 85 6x10° 6x10% 60 8x10° 8x10? 82 5x10° 5x10% 53
8x10° 8x10*> 81 7x10° 7x10* 70 9x10° 9x10° 86 6x10° 6x10% 62 9x10° 9x10° 85 5x10° 5x10? 48
Fecha
12.01-24 8x10° 8x10* 84 7x10* 7x10% 67 9x10° 9x10? 87 6x10° 6x10% 60 9x10° 9x10? 87 5x10° 5x10% 50
9x10° 9x10? 85 7x10° 7x10* 69 8x10° 8x10° 84 6x10° 6x10% 58 8x10° 8x10% 80 5x10° 5x10? 52
8x10% 8x10* 82 7x10° 7x10% 66 8x10° 8x10? 83 6x10° 6x10% 61 9x10° 9x10? 85 5x10° 5x10% 51
:’J:g’l::'_'; 9x10° 9x10' 84  7x10° 7x102 67  9x10° 9x10° 85  6x10° 6x10° 60  9x10° 8x10? 84  5x10° 5x10° 51
/Absorbancia 0,060 0,075 0,065 0,050 0,050 0,250
8x10° 8x10* 83 6x10° 6x10° 64 6x10° 6x10> 64 8x10° 8x10* 83 5x10° 5x10% 52
8x10° 8x10* 84 6x10° 6x10% 62 6x10° 6x10% 60 8x10° 8x10% 82 5x10° 5x10% 49
Fecha
19-01-24 9x10® 9x10% 85 6x10° 6x10* 63 No aplica 6x10° 6x10% 63 8x10° 8x10° 80 5x10° 5x10% 47
8x10° 8x10% 82 7x10° 7x10* 65 6x10° 6x10° 64 8x10° 8x10° 84 5x10° 5x10? 48
8x10° 8x10% 82 6x10° 6x10* 61 6x10° 6x10* 63 8x10° 8x10° 81 5x10° 5x10? 50
Promedio X
(UFC/mL) 8x10° 8x10% 83 6x10° 7x10* 63 No aplica 6x10° 6x10% 63 8x10° 8x10? 81 5x10° 5x10% 49
/Absorbancia 0,059 0,074 0,050 0,051 0,251
8x10° 8x10% 83 6x10° 6x10* 60 7x10° 7x10% 66 9x10° 9x 10> 85 5x10° 5x10% 54
8x10° 8x10° 84 6x10° 6x10* 64 6x10° 6x10% 62 9x10° 9x 10> 86 6x10° 6x10* 56
Fecha
4-01.24 9x10® 9x10? 85 7x10® 7x10* 65 No aplica 7x10°7x10% 65 8x10° 8x 10> 83 6x10° 6x10% 57
8x10° 8x10% 82 6x10° 6x10* 62 7x10°7x10% 67 8x10° 8x10* 82 5x10® 5x10% 53
8x10° 8x10% 82 7x10° 7x10* 66 7x10° 7x10% 65 9x10° 9% 10> 86 6x10° 6x10* 55
Promedio )
(UFC/mL) 8x10° 8x10% 83 6x10° 6x10* 63 No aplica 7x10° 7x10% 65 9x10°9x10° 84 6x10° 6x10° 55
/Absorbancia 0,060 0,075 0,050 0,051 0,249

Tabla 6. Suspension de trabajo.

Prueba Promocidn de crecimiento Aptitud del Método/ Validacion
Dilucién 10°® 10° 10° 10" 103 103 10* 10* 103 107 102
Microorganismo PS ST EC Bs cd Asp PS ST BS Ca Asp
9.x 102 7x10* 9x10* 6x10? 8x10* 5x10?
8 x 107 7x10% 9x10% 6x10? 9x10% 5x10?
Fecha:12-01-24 8x10? 7x10? 9x10? 6x10* 9x10? 5x10% No aplica
9x10? 7x10* 8x10* 6x10? 8x10* 5x10?
8 x 107 7x10% 8x10% 6x10? 9x10% 5x10?
Promedio UFC/mL 9x10? 7x10? 9x10? 6x 10? 8x10? 5x10?

8x10° 6% 10° 6x10° 8x10° 5x10°
8x10° 6x10° 6x10° 8x10° 5x10°
Fecha: 19-01-24 No aplica 9x10°  6x10°  6x10°  8x10°  5x10°
8x10° 7x10° 6x10° 8x10° 5x10°

8x10° 6x10° 6x10° 8x10° 5x10°

Promedio UFC/mL 8x10° 6x10° 6x10° 8x10° 5x10°

8x10° 6x10° 7x10° 9x10° 5x10°
8x10° 6x10° 6x10° 9x10° 6x10°
Fecha: 24-01-24 No aplica 9x10° 7x10° 7x10° 8x10° 6x10°
8x10° 6x10° 7x10° 8x10° 5x10°
8x10° 7x10° 7x10° 9x10° 6x10°

Promedio UFC/mL 8x10° 6x10° 7x10° 9x10° 6x10°

Ps: Pseudomonas aeruginosa; St: Staphylococcus aureus; Ec: Escherichia coli; Bs: Bacillus subtilis; Cd: Candida albicans; Asp: Aspergillus brasiliensis.
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Tabla 7. Recuperacién de microorganismos en medios de cultivo.

Cepas de prueba
Medio de cultivo Pseudf:monas Staphylococcus Bacillus Can.dlda Aspe.rqﬂlu:s Control
aeruginosa aureus subtilis albicans brasiliensis i
ATCC 9027 ATCC 6538 ATCC 6633 ATCC 10231 ATCC 16404 negativo
Fecha: 12-01-24
Recuento de indculo estandarizado 84 UFC 67 UFC 60 UFC 84 UFC 51 UFC
A tripti d . A
sf;; ripticasade b omocién de crecimiento 82 UFC 58 UFC 56 UFC 95,2 UFC 48 UFC R
Resultados (50%-200%) 98 % 87% 93,3% 97,4% 95 %
Recuento de indculo estandarizado N/A N/A N/A 84 UFC 51 UFC
Agar Sabouraud i .
Promocién de crecimiento N/A N/A N/A 82 UFC 47 UFC -
dextrosa
Resultados (50%-200%) - - - 98% 92%
Caldo tripticasa Recuento de indculo estandarizado 84 UFC 67 UFC 60 UFC 84 UFC 51 UFC
de soya + Promocién de crecimiento + + + + + -
neutralizantes Resultados (50%-200%) N/A N/A N/A N/A N/A
Recuento de inéculo estandarizado 84 UFC 67 UFC 60 UFC 84 UFC 51 UFC
Caldo tripticasa L. .
Promocién de crecimiento + + + + + -
de soya
Resultados (50%-200%) N/A N/A N/A N/A N/A
Recuento de indculo estandarizado 84 UFC 67 UFC 60 UFC 84 UFC 51 UFC
Buffer peptona Promocién de crecimiento + + + + + -
Resultados (50%-200%) N/A N/A N/A N/A N/A
Medios liquidos: (+) Presencia de crecimiento; (-) Ausencia de crecimiento; (N/A) No aplica.
Tabla 8. Propiedades indicadoras de promoci6n de crecimiento e inhibicién de los medios de cultivo.
R Escherichia
Medios de cultivo Pseudomonas aeruginosa Staphylococcus aureus coli Control negativo
ATCC 9027 ATCC 6538 g
ATCC 8739
Fecha: 12-01-24
Recuento de indculo estandarizado 85 UFC 67 UFC 85 UFC
Promocién de crecimiento N/A 65 UFC N/A
Agar Manitol salado -
Resultados (50%-200%) N/A 97 % N/A
Prueba inhibitoria N/A N/A -
Recuento de indculo estandarizado 85 UFC 67 UFC 85 UFC
Agar Cetrimide Promocién de crecimiento 80 UFC N/A N/A
Resultados (50%-200%) 106,3 % N/A N/A
Prueba inhibitoria N/A N/A -
Medios liquidos: (+) Presencia de crecimiento; (-) Ausencia de crecimiento; (N/A) No aplica.
Tabla 9. Recuperacién de microorganismos en presencia del producto/Ensayo 1.
A B A/B Control
Grupo de Prueba (UFC/mL) Grupo Control (UFC/mL) negativo
+Di + i + 2 ipti
Ml{estra Diluyente + Neutralizante Diluyente + Neutralizante + Indculo Caldo Tripticasa % .,
Ensayo: 1 CEPAS ATCC Indculo Fact de Soya Recuperacién
actor
Recuento (UFC/mL) P di Recuento de UFC/mL P di Lecitina (0,5 %) (50%-200%)
romedio romedio Polisorbato 80
Placa Placa Placa (UFC/mL) Placa Placa Placa (UFC/mL) (4%)
1 2 3 1 2 3
Pseud. i
seudomonas aeruginosa 88 89 81 86,00 85 86 84 85 1,01 - 101
ATCC 9027
i Staphylococcus aureus
Amonio phylococeus aured 00 00 00 00 65 58 62 61,7 0,00 - 0
cuaternario ATCC 6538
Bacillus subtilis
00 00 00 0,0 57 66 63 62 0,00 - 0
Lotel ATCC 6633
Dilucion 10° Candida albicans
88 80 85 84,3 87 84 86 85,7 0,98 - 98
ATCC 10231
Aspergillus brasiliensis
53 52 48 51 57 51 54 54 0,94 - 94
ATCC 16404
Pseudomonas aeruginosa
81 83 83 82,3 85 86 84 85 0,97 - 97
ATCC 9027
Staphylococcus aureus
Amonio 62 64 60 62 65 58 62 61,7 1,01 - 101
ATCC 6538
cuaternario
Bacillus subtilis
58 56 58 57,3 57 66 63 62 0,92 - 92
ATCC 6633
Lotel
ilucid - Candida albicans
Dilucién 107 1aa am 82 84 19 81,7 87 84 86 85,7 0,95 - 95
ATCC 10231
Aspergillus brasiliensis
56 51 48 51,7 57 51 54 54 0,96 - 96
ATCC 16404
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Tabla 10. Recuperacién de microorganismos en presencia del producto/Ensayo 2.

Validacién de amonio cuaternario 0,25% por dilucién-neutralizacién

A B A/B
Grupo de Prueba Grupo Control Control o
N ti o
(UFC/mL) (UFC/mL) egativo .
Recuperacion
i . 3 Diluyente + Neutralizante + Caldo Tripticasa (50%-200%)
Ensayo: 2 CEPAS ATCC Muestra + Diluyente Neutralizante + In6culo 3 P
Inéculo Factor de Soya
Lecitina (0,5 %)
R to de UFC/mL R to (UFC/mL ’
ecuento de UFC/m _ ecuento (UFC/mL) ) Polisorbato 80
Promedio Promedio (4%)
Placa Placa Placa (UFC/mL) Placa Placa Placa (UFC /mL) o
1 2 3 1 2 3
Pseudomonas aeruginosa
83 80 85 82,7 89 86 90 88,3 0,94 93,6
ATCC 9027
. Staphylococcus aureus
Amonio 00 00 00 0,0 61 65 62 62,7 0,00 0,0
cuaternario ATCC 6538
Bacillus subtilis
00 00 00 0,0 61 59 64 61,3 0,00 0,0
Lotel ATCC 6633
Dilucién 10*
Candida albicans
88 85 82 85 87 83 88 86 0,99 98,8
ATCC 10231
Aspergillus brasiliensis
56 57 51 54,7 57 49 50 52 1,05 105,1
ATCC 16404
Pseudomonas aeruginosa
85 88 80 84,3 89 86 90 88,3 0,95 95,5
ATCC 9027
Staphylococcus aureus
) 65 59 63 62,3 61 65 62 62,7 0,99 99,5
Amonio ATCC 6538
cuaternario
Bacillus subtilis
58 59 62 59,7 61 59 64 61,3 0,97 97,3
ATCC 6633
Lotel
Dilucién 10 Candida albicans
81 83 82 82 87 83 88 86 0,95 95,3
ATCC 10231
Aspergillus brasiliensis
52 49 57 52,7 57 49 50 52 1,01 101,3

ATCC 16404

Eficacia del neutralizante

Para comparar los promedios, los dos grupos de-
bian tener una distribucién normal (para esto se reali-
z6 la prueba de Shapiro-Wilk), observandose un
p>0,05. Seguidamente, se determiné la homogeneidad
de varianzas mediante la prueba T, la cual mostré
tener un p-valor mayor que 0,05, lo cual llevé a con-
cluir que los promedios son iguales (Tablas 12 y 13).

Toxicidad del neutralizante

Para comparar los promedios, los dos grupos de-
bian tener una distribucién normal (para esto se reali-
z6 la prueba de Shapiro-Wilk) observandose un
p>0,05 seguidamente se determiné la homogeneidad
de varianzas mediante la prueba T, el cual mostro
tener un p-valor mayor a 0,05 lo cual llevo para con-
cluir que los promedios son iguales, de esa manera se
demostré la ausencia de toxicidad del neutralizante
(Tabla 14).

Exactitud
Hipétesis nula: Relacién < 0,5 o Relacién = 2

Hipétesis alterna: 0,5 < Relacién < 2

https://jppres.com

Nivel de significancia: 0,05

La prueba de hipétesis de dos colas evalué el por-
centaje de recuperacion entre grupos, la relacion de
las medias debia encontrarse entre 0,5 a 2; lo cual
llevé a concluir y afirmar equivalencia con un interva-
lo de confianza del 90% (Tabla 15).

La prueba de hipétesis de dos colas evalué el por-
centaje de recuperacion entre grupos, la relacion de
las medias debia encontrarse entre 0,5 a 2; lo cual
llevé a concluir y afirmar equivalencia con un interva-
lo de confianza del 90% (Tabla 16).

La prueba de hipétesis de dos colas evalué el por-
centaje de recuperacion entre grupos, la relacion de
las medias debia encontrarse entre 0,5 a 2; lo cual
llevé a concluir y afirmar equivalencia con un interva-
lo de confianza del 90% (Tabla 17).

Precision
La mayor variacién entre los recuentos se encontré
en el grupo Control para Staphylococcus aureus

(5,22%), cumpliendo la especificacién del coeficiente
de variacién <15% (Tabla 18).
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Tabla 11. Recuperacién de microorganismos en presencia del producto/Ensayo 3.

Validacién de amonio cuaternario 0,25% por dilucién-neutralizacién

%

A B A/B Recuperacion
Control (50%-200%)
Negativo
Grupo de Prueba Grupo Control
(UFC/mL) (UFC/mL)
Ensayo: 3 CEPAS ATCC . K
Muestra + Diluyente Neutralizante + . . . Caldo
) Diluyente + Neutralizante +Inéculo .
Inéculo Tripticasa
Factor de soya
Recuento (UFC/mL) Recuento de UFC/mL .
Lecitina
Promedio Promedio (0,5%)
Placa Placa Placa (UFC/mL) Placa Placa Placa (UFC/mL) Polisorbato
1 2 3 1 2 3 80 (4%)
Pseudomonas
aeruginosa 90 87 81 86 82 83 80 81,7 1,05 - 105,3
ATCC 9027
Amonio Staphylococcus aureus
. 00 00 00 0,0 60 63 64 62,3 0,00 - 0,0
cuaternario ATCC 6538
Bacillus subtilis
Lotel 00 00 00 0,0 57 65 59 60,3 0,00 - 0,0
] ATCC 6633
Diluci6n 10
Candida albicans
88 82 79 83 79 83 79 80,3 1,03 - 103,3
ATCC 10231
Aspergillus brasiliensis
54 57 50 53,7 49 48 53 50 1,07 - 107,3
ATCC 16404
Pseudomonas
aeruginosa 89 82 83 84,7 82 83 80 81,7 1,04 - 103,7
ATCC 9027
Staphylococcus aureus
Amonio 62 61 64 62,3 60 63 64 62,3 1,00 - 100
cuaternario ATCC 6538
Bacillus subtilis
59 58 60 59 57 65 59 60,3 0,98 - 97,8
Lote 1 ATCC 6633
S
Dilucidn 10 Candida albicans
81 88 82 83,7 79 83 79 80,3 1,04 - 104,1
ATCC 10231
Aspergillus brasiliensis
49 50 57 52 49 48 53 50 1,04 - 104
ATCC 16404
Tabla 12. Comparacién de la eficacia neutralizante en el grupo de Prueba A (10?) en referencia al grupo Control (B).
Prueba de Homogeneidad de varianzas
Estadisticas de grupo lidad
Microorganismo normatida Prueba de Levene Prueba T
Grupo
(UFC) .
Media Desviacion valor valor Diferencia valor  Conclusién de la prueba
(UFC/mL) estandar p P de medias P p
Prueba (A) 10 85,04 0,84 0,193
P: ) gl )
seudgmonas 0,641 0,296 0,464  Grupo de Prueba = Grupo Control
geruginosa Control (B) 85,33 0,83 0,148
Prueba (A) 10* 0.00 0.00
Staphyl -
aphylococcus 0,000 -59.000 0,000 Grupo de Prueba # Grupo Control
aureus Control (B) 59,00 3,08 0,158
Prueba (A) 10* 0,00 0,00 _
Bacillus subtilis 0,003 -61.000 0,000  Grupo de Prueba # Grupo Control
Control (B) 61,15 0,78 0,742
Prueba (A) 10* 82,67 1,62 0,571
Candida albicans 0,762 -0.519 0,473 Grupo de Prueba = Grupo Control
Control (B) 83,19 1,36 0,799
p Prueba (A) 10 51,67 0,91 0,175
A ) ) £}
bspe;gl[[qs 1,00 -0.333 0,426  Grupo de Prueba = Grupo Control
rasitiensis Control (B) 52,00 0,82 0,605
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Tabla 13. Comparacion de la eficacia neutralizante en el grupo de Prueba A (10?) en referencia al grupo Control (B).

Homogeneidad de varianzas

Estadisticas de grupo Prueba_de
normalidad Prueba de Levene Prueba T
Microorganismo (UFC) Grupo
Media Desylacwn p-valor p-valor leeltencla de p-valor Conclusién de la prueba
estandar medias
Prueba (A) 102 85,82 1,43 0,855
Pseudomonas aeruginosa 0,110 0,481 0,395 Grupo de Prueba = Grupo Control
Control (B) 85,33 0,83 0,148
Prueba (A) 102 58,00 1,20 0,158
Staphylococcus aureus 0,002 -1,000 0,385 Grupo de Prueba = Grupo Control
Control (B) 59,00 3,08 0,321
Prueba (A) 102 60,48 0,56 0,256
Bacillus subtilis 0,371 -0,667 0,054 Grupo de Prueba = Grupo Control
Control (B) 61,15 0,78 0,742
Prueba (A) 10?2 83,70 2,31 0,474
Candida albicans 0,366 0,519 0,570 Grupo de Prueba = Grupo Control
Grupo Control (B) 83,19 1,36 0,799
Prueba (A) 102 51,85 1,00 0,570
Aspergillus brasiliensis 0,595 -0,148 0,735 Grupo de Prueba = Grupo Control
Control (B) 52,00 0,82 0,605

Tabla 14. Comparacién de la toxicidad del neutralizante en el Grupo Control (B) en referencia al grupo Viabilidad (C).

- Prueba de Homogeneidad de varianzas
Estadisticas de grupo normalidad
. . Prueba de Levene Prueba T
Microorganismo (UFC)  Grupo
Media Desviacin -valor -valor Diferencia -valor Conclusién de la prueba
(UFC/mL) estandar P P demedias P P
Peeudh Control (B) 85,33 0,83 0,148
seu f)monas 0,460 -0,074 0,826 Grupo de Control = Grupo Viabilidad
aeruginosa o
Viabilidad (C) 85,41 0,55 0,259
Control (B) 59,00 3,08 0,321
Staphylococcus aureus 0,003 -0,259 0,821 Grupo de Control = Grupo Viabilidad
Viabilidad (C) 59,26 1,32 0,152
Control (B) 61,15 0,78 0,742
Bacillus subtilis 0,283 -0,333 0,451 Grupo de Control = Grupo Viabilidad
Viabilidad (C) 61,48 1,03 0,318
Control (B) 83,19 1,36 0,799
Candida albicans 0,553 -0,556 0,363 Grupo de Control = Grupo Viabilidad
Viabilidad (C) 83,74 1,15 0,279
Control (B) 52,00 0,82 0,605
Aspergillus brasiliensis 0,543 0,111 0,827 Grupo de Control = Grupo Viabilidad
Viabilidad (C) 51,89 1,26 0,188
Tabla 15. Prueba de equivalencia de dos muestras: Grupo de Prueba (A) Dilucién 10/ Grupo Control (B).
Microorganismo Media Desviacién Porcentaj?fie ., Intervalo de confianza Grados Valor  Conclusién de la
(UFC) Grupo (UFC/mL)  estindar recuperacion  Relacion de 90% de Valor T p prueba
(50 -200 %) libertad
Prueba (A) 10 85,04 0,84 15 135,47 0,000 )
Pseudgmonas 99,7 0,997 (0,088; 1,005) Se Eue;:le aflrmar
ageruginosa Control (B) 85,33 0,83 15 -135,62 0,000 ©quivalencia
-1
Prueba (A) 10 0,00 0,00 _ _ _ No se puede afirmar
Staphylococcus aureus 0,0 _ _ wvalenci
Control (B) 59,00 3,08 _ _ _ equivalencia
Prueba (A) 10 0,00 0,00 _ _ _ 3
Bacillus subtilis 0,0 _ _ No S.e plued? afirmar
Control (B) 61,15 0,78 _ B B equivalencia
Prueba (A) 10 82,67 1,62 15 70,008 0,000 )
Candida albicans 99,4 0,094 (0,979; 1,009) se p.“ef'e afirmar
Control (B) 83,19 1,36 15 79,470 0,000 ©quivalencia
Prueba (A) 10* 51,67 0,91 15 77,000 0,000 3
Aspergillus brasiliensis 99,4 0,994 (0,980; 1,007) Se ".“ef'e afirmar
Control (B) 52,00 0,82 15 -83,920 0,000 ©quivalencia
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Tabla 16. Prueba de equivalencia de dos muestras: Grupo de Prueba (A) Dilucién 10?%/ Grupo Control (B).

Validacién de amonio cuaternario 0,25% por dilucién-neutralizacién

Microorganismo Media Desviacién Porcentaj?’de .. Intervalo de confianza Grados Conclusién de la
(UFC) Grupo (UFC/mL) estindar recuperacion Relacion de 90% de Valor T Valor P rueba
m (50 - 200 %) o libertad P
Pseudomonas Prueba (A)10? 85,81 1,43 14 105,89 0,000 Se puede afirmar
! 100,6 1,000 (0,991; 1,010) P .
aeruginosa Control (B) 85,33 0,83 14 -126.87 0,000 eéquivalencia
Prueba (A) 102 58,00 1,20 10 43,749 0,000 se puede afirmar
Staphylococcus aureus 98,3 0,983 (0,951;1,017) p lenci
Control (B) 59,00 3,08 10 -28,660 0,000 eéquivalencia
Prueba (A) 102 60,48 0,56 14 131,97 0,000 se puede afirmar
Bacillus subtilis 98,9 0,989 (0,980; 0,998) p lenci
Control (B) 61,15 0,78 14 111,51 0,000 eéquivalencia
Prueba (A) 102 83,70 2,31 12 52,435 0,000 se puede afirmar
Candida albicans 100,6 1,006 (0,987;1,026) p lenci
Control (B) 83,19 1,36 12 69,614 0,000 eéquivalencia
Prueba (A)10? 51,85 1,00 15 71,708 0,000
Aspergillus brasiliensis 99,7 0,997 (0,983;1,012) Se p_”elde afirmar
®) P 52,00 0,82 15 -81,666 0000  Cquivaienca
Tabla 17. Prueba de equivalencia de dos muestras: Grupo de Prueba (A) Dilucién 102/ Grupo Control (B).
Microorganismo Grupo Media Desviacion r:::::::lc?éie Relacién Intervalo de confianza  Grados de Valor T Valor p Conclusion de la
) o "
(UFC) (UFC/mL) estandar (50 - 200 %) de 90% libertad prueba
Control (B) 85,33 0,83 13 145,81 0,000 "
Pseudgmonas 99,9 0,999 (0,992:1,006) Se p'ue:ie aflrmar
geruginosa Viabilidad (C) 85,41 0,55 13 -186,44 0,000 ~ cauivalencia
Control (B) 59,00 3,08 10 27,953 0,000 .
Staphylococcus 99,6 0,996 (0,9671,030) Se p'ue:ie aflrmar
aureus Viabilidad (C) 59,26 1,32 10 43,990 0,000  cauivalencia
Control (B) 61,15 0,78 14 97,306 0,000 .
Bacillus subtilis 99,5 0,995 (0,982;1,007) se p.“efe afirmar
Viabilidad (C) 61,48 1,03 14 -84217 0,000  cauivalencia
Control (B) 83,19 1,36 15 84,174 0,000 y
Candida albicans 99,3 0,993 (0,981;1,006) se p.“efe afirmar
Viabilidad (C) 83,74 1,15 15 94608 0,000  cauvalencia
. Control (B) 52,00 0,82 13 75,833 0,000 .
IA;SP e;g:llu; 100,2 1;002 (0,985; 1,019) se p.uefe afirmar
rasitiensis Viabilidad (C) 51,89 1,26 13 58,710 0,000  cduivalencia
Especificidad Ntamero de ensayo: 1

Para comparar los promedios, los dos grupos de-
bian tener una distribucién normal (para esto se reali-
z6 la prueba de Shapiro-Wilk) observdndose un p-
valor mayor 0,05 seguidamente se determiné la ho-
mogeneidad de varianzas mediante la prueba T, el
cual mostro tener un p-valor mayor a 0,05 lo cual
llevo para concluir que los promedios son iguales, de
esa manera se demostré6 que el método de diluciéon
neutralizacién fue el adecuado (Tabla 19).

Limite de deteccion

Se evalu¢ la turbidez en las cinco réplicas simulta-
neas de cada dilucién que permitié el crecimiento, lo
cual estableci6 el limite minimo de recuperaciéon de
microrganismos en los grupos de ensayo no menor
del 90% (Ver Tabla 20).

Producto: Amonio cuaternario al 0,25%
Lote: 01

Dilucién: 102

https://jppres.com

Microorganismo: Pseudomonas aeruginosa

Recuento de inéculo estandarizado: Se evalu6 la
turbidez en las cinco réplicas simultdneas de cada
dilucién que permitié el crecimiento, lo cual estable-
ci6 el limite minimo de recuperacién de microrganis-
mos en los grupos de ensayo no menor del 90% (Tabla
21).

Producto: Amonio cuaternario al 0,25%
Lote: 01

Dilucién: 10-2

Ntamero de ensayo: 1
Microorganismo: Staphylococcus aureus

Recuento de indculo estandarizado:

Limite de deteccion

Se observo que el promedio de los recuentos de los
microorganismos Pseudomonas aeruginosa, Staphylococ-
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cus aureus, Bacillus subtilis en un tiempo de incubacién
de 3 dias (Fecha 1) en comparacién a 5 dias (Fecha 2)
y los microorganismos Candida albicans y Aspergillus
brasiliensis en un tiempo de incubacién de 5 dias (Fe-
cha 1) en comparacién a 7 dias (Fecha 2) de incuba-
cién, no presentaron diferencias significativas en los
recuentos, ya que se observé que el p- valor es mayor
a 0,05 con un intervalo de 95% de confianza, el cual
llevé a concluir que los promedios son significativa-
mente iguales (Ver Tabla 22).

Validacién de amonio cuaternario 0,25% por dilucién-neutralizacién

Se demostro el cumplimiento de la estandarizacién
de cepas, promocién de crecimiento, aptitud del mé-
todo, validacién del método de neutralizacién y los
parametros de validacién: exactitud, precision, especi-
ficidad, limite de deteccién y robustez, se encontraron
dentro de las especificaciones establecidas, por el cual
se da validez al método, rechazando la hipétesis nula
y aceptando la hipétesis alterna.

Tabla 18. Propiedades Indicadoras de promocidn de crecimiento e Inhibicidn de los medios de cultivo.

. . . . s s . Coeficiente d iacié
Microorganismo (UFC) Grupo Numero de casos Media (UFC/mL) Desviacion estandar (::5':/:;“ € de variacion
Prueba (A) 10* 9 85,04 0,84 0,99
Prueba (A) 10 9 85,81 1,43 1,66
Pseudomonas aeruginosa
Control (B) 9 85,33 0,83 0,98
Viabilidad (C) 9 85,41 0,55 0,64
Prueba (A) 10 9 0,00 0,00 N/A
Prueba (A) 102 9 58,00 1,20 2,07
Staphylococcus aureus
Control (B) 9 59,00 3,08 5,22
Viabilidad (C) 9 59,26 1,32 2,23
Prueba (A) 10* 9 0,00 0,00 N/A
Prueba (A) 102 9 60,48 0,56 0,92
Bacillus subtilis
Control (B) 9 61,15 0,78 1,28
Viabilidad (C) 9 61,48 1,03 1,67
Prueba (A) 10 9 82,67 1,62 1,97
Prueba (A) 102 9 83,70 2,31 2,76
Candida albicans
Control (B) 9 83,19 1,36 1,63
Viabilidad (C) 9 83,74 1,15 1,38
Prueba (A) 10 9 51,67 0,91 1,77
Prueba (A) 10 9 51,85 1,00 1,93
Aspergillus brasiliensis
Control (B) 9 52,00 0,82 1,57
Viabilidad (C) 9 51,89 1,26 2,43

N/A: no aplica los recuentos son contantes = 0.

Tabla 19. Comparacién entre grupo de Prueba (A) Dilucién 10/ Grupo Control (B).

Microorganismo (UFC) Grupo p-valor Conclusién
Prueba (A) 10

Pseudomonas aeruginosa 0,395 Grupo de Prueba = Grupo Control
Control (B)
Prueba (A) 10?

Staphylococcus aureus 0,385 Grupo de Prueba = Grupo Control
Control (B)
Prueba (A) 10

Bacillus subtilis 0,054 Grupo de Prueba = Grupo Control
Control (B)
Prueba (A) 10?

Candida albicans 0,570 Grupo de Prueba = Grupo Control
Control (B)
Prueba (A) 10

Aspergillus brasiliensis 0,735 Grupo de Prueba = Grupo Control
Control (B)
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DISCUSION

La contaminacién microbiana de los productos
farmacéuticos es muy estudiada a nivel nacional co-
mo internacional. Las formas farmacéuticas parente-
rales y oculares deben ser estériles; las otras formas
farmacéuticas no estériles también pueden ser conta-
minadas con microorganismos como bacterias y hon-
gos filamentosos, levaduriformes. Las materias pri-
mas, el equipamiento, el agua, el aire, etc., también

Tabla 20. Limite de Deteccién de Pseudomonas aeruginosa.

Validacién de amonio cuaternario 0,25% por dilucién-neutralizacién

pueden ser fuente de contaminacién de los productos
farmacéuticos (Chacén y Rojas, 2020).

La estandarizacién de cepas microbianas obtuvo
resultados reproducibles menores a 100 UFC en todos
los microorganismos de prueba. Estos resultados son
comparados con las especificaciones de la Farmaco-
pea Americana (USP NF, 2020), la cual es usada de
referencia para productos farmacéuticos, donde indi-
ca que para la estandarizacion del inéculo no debe ser
mayor de 100 UFC.

A

Grupo de Prueba
(UFC/mL)

Muestra + Diluyente + Neutralizante + In6culo

Grupo Control
(UFC/mL)

Diluyente + Neutralizante + Inéculo

Nimero de UFC/mL Numero de UFC/mL

N° de Repeticiones Inéculo Dil1 Dil 2 Dil3 Inéculo Dil1 Dil2 Dil3

84 42 21 84 42 21 11
1°7 Repeticién + + + + + + +
292 Repeticién + + + + + + +
3 Repeticién + + + + + + +
4% Repeticion + + + + + + +
5% Repeticidn + + + + + + +
Setode et e
(+) Presencia de crecimiento; (-) Ausencia de crecimiento.

Tabla 21. Limite de Deteccidn de Staphylococcus aureus.

A B

Grupo de Prueba Grupo Control

(UFC/mL) (UFC/mL)

Muestra + Diluyente + Neutralizante + Indculo

Diluyente + Neutralizante + Indculo

Nimero de UFC/mL Nimero de UFC/mL
N° de Repeticiones Indculo Dil 1 Dil 2 Dil 3 Inéculo Dil 1 Dil 2 Dil 3

67 34 17 67 34 17 8
1% Repeticidn + + + + n + +
2% Repeticién + + + + + + "
37 Repeticidn + + + + n + +
4% Repeticion + + + + n + +
5% Repeticion + + + + n + +
Resultado de Limite de 17 UFC 8 UFC

Deteccion (>90%)

(+) Presencia de crecimiento; (-) Ausencia de crecimiento.
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Tabla 22. Estadistica de muestras emparejadas en grupos de tratamiento.

. Nimero I . . .
Microoreanismo Grupo Media de Desviacion Diferencias  Sig. Conclusién
& P (UFC) estandar de medias (bilateral)
casos
Prueba (A) 10  Parl FECHAL 85,04 ° 0,84 0111 0.081 Promedios significativamente
FECHA2 85,15 9 0,84 iguales
Prueba (A) 10°  Parl FECHAL 8581 ° 143 0.037 0.347 Promedios significativamente
’ ’ iguales
Pseudomonas FECHA2 85,85 9 1,43
aeruginosa
Control (B) Par 1 FECHAL 8533 9 0,83 0.074 0.169 Promedios significativamente
FECHA2 85,41 9 0,91 iguales
Viabilidad (C) Par1 FECHAL 841 ° 055 0.074 0.169 Promedios significativamente
FECHA2 85,48 9 0,58 iguales
FECHA1 0,00 9 0,00
Prueba (A) 10*  Parl N/A - N/A
FECHA2 0,00 9 0,00
Prueba (A) 10°  Parl FECHAL 58,00 ° 1,20 0074 0.169 Promedios significativamente
’ ’ iguales
Staphylococcus FECHA 2 58,07 9 1,18
aureus
Control (B) Par1 FECHAL 29,00 ° 3,08 0111 0.081 Promedios significativamente
FECHA2 59,11 9 3,19 iguales
Viabilidad (C) Par1 FECHAL 29,26 ° 132 0111 0.081 Promedios significativamente
FECHA 2 59,37 9 1,35 iguales
Prueba (A) 10°  Parl FECHAL 0.00 o 0,00 0111 0.081 Promedios significativamente
FECHA2 0.11 9 0,17 iguales
Prueba (A) 10°  Parl FECHAL 60,48 ° 0,56 0.037 0.347 Promedios significativamente
FECHA2 60,52 9 0,58 iguales
Bacillus subtilis
Control (B) Par1 FECHAL oL1S ° 0.78 0111 0.081 Promedios significativamente
FECHA 2 61,26 9 0,83 iguales
FECHA 1 61,48 9 1,03
Viabilidad (C) Par1 N/A - N/A
FECHA2 61,48 9 1,03
Prueba (A) 107  Parl FECHAL 8267 ° Le2 0111 0.195 Promedios significativamente
FECHA 2 82,78 9 1,54 iguales
FECHA 1 83,70 9 2,31
Prueba (A) 102 Parl N/A - N/A
FECHA2 83,70 9 2,31
Candida albicans
Control (B) Par1 FECHAL 19 ° 1.36 0.074 0.169 Promedios significativamente
FECHA 2 83,26 9 1,30 iguales
Viabilidad (C) Par1 FECHAL 8314 ° L1 0.037 0.347 Promedios significativamente
FECHA 2 83,78 9 1,11 iguales
Prueba (A) 10°  Parl FECHAL SL67 o 0,91 0.074 0.169 Promedios significativamente
FECHA2 51,74 9 0,89 ’ iguales
Prueba (A) 10  Par1l FECHAL 5185 ° 1,00 0111 0.195 Promedios significativamente
’ ’ iguales
Aspergillus FECHA2 51,96 9 0,99
brasiliensis
Control (B) Par1 FECHAL 2200 ° 082 0111 0.195 Promedios significativamente
FECHA2 52,11 9 0,87 ’ iguales
Viabilidad (C) Par1 FECHAL °L59 ° 126 0111 0.195 Promedios significativamente
FECHA2 52,00 9 1,26 ’ iguales

N/A: No aplica. Los recuentos son constantes = 0.
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En la investigacion realizada por El-Houssieny et
al. (2013) de productos no estériles como: suspensio-
nes, solidos orales, cremas, etc., se evidencié que al-
gunos productos tenian recuentos microbiolégicos
mayores a 2000 UFC para bacterias mesoéfilas y mayo-
res de 20 UFC para mohos y levaduras. Los procedi-
mientos microbiolégicos son importantes porque la
contaminacién cruzada es una problematica impor-
tante en la industria farmacéutica, el impacto que
tiene sobre seguridad y eficacia es negativo. De ahi la
importancia que los procedimientos sean validados
de acuerdo con las exigencias de las BPM.

La promocién de crecimiento permitié la recupe-
racion de los microorganismos que no deben diferir
un factor mayor de 2, lo cual demuestra que los me-
dios de cultivo se encontraban aptos para su uso en
los ensayos de aptitud y validacién microbiolégica del
dispositivo médico evaluado. El cual es comparable
con la Farmacopea Americana (USP NF, 2020) para la
evaluacién de medios de cultivo utilizado en el anali-
sis de productos farmacéuticos, el cual especifica que
la recuperacién de microorganismos no debe diferir
en factor mayor de 2 con respecto a un inoculo estan-
darizado, podemos decir que Pseudomona aeruginosa
es una bacteria potencialmente patégena, resistente a
una variedad de antibiéticos en la evaluaciéon de Ca-
rrasco et al. (2020), encontré 40% de colirios con pre-
sencia de este microorganismo, que segtn la USP NF
(2020), deben de ser estériles. Este microrganismo
cuenta con diversos mecanismos de resistencia como
porinas, bombas de expulsién, alteracién del sitio
blanco, produccién de enzimas como betalactamasas,
metaloenzimas y ademaés tiene una propiedad impor-
tante como la formacién de biofilms, su presencia
indica que los sistemas de agua y limpieza de superfi-
cies son ineficientes y deben tomarse medidas correc-
tivas.

La aptitud del método de recuento mediante la di-
lucién y neutralizacién con lecitina de soya 0,5% y
polisorbato 80 4% en la dilucién 10! no neutralizo
completamente al amonio cuaternario, el cual no se
observo la recuperacion de los microorganismos de
prueba: Staphylococcus aureus y Bacillus subtilis, pero
en la dilucién 102 se logra neutralizar completamente
al amonio cuaternario, permitiendo la recuperacién
de todos los microorganismos de prueba, en un por-
centaje de recuperaciéon que no difiere en un factor
mayor de 2, en el estudio de Aratjo et al. (2011) utili-
76 como método de neutralizacion, el uso de lecitina
de soja 0,5% y 0,4% de polisorbato 80, obteniendo una
recuperacion de microrganismos dentro del factor 2.
A su vez, Arias et al. (2013) utilizaron como neutrali-
zante al polisorbato, presentando una recuperacién de
microorganismos mayor al 70%. Por su parte, Carras-
co et al. (2020) mostraron que el género Bacillus sp fue
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el mas predominante en ese estudio, debido a la colo-
nizacién en los ambientes de produccién de farmacos
y la materia prima, una caracteristica importante de
este género es la formacion de esporas que confiere
resistencia a condiciones ambientales adversas y tam-
bién a la falta de nutrientes. Un hallazgo importante
en esa investigacion fue el aislamiento de enterobacte-
rias como Escherichia coli en los colirios un 3,3% y
14,3% en los productos sélidos, este microorganismo
es propio del microbiota intestinal de mamiferos y el
hombre, su aislamiento en agua, alimentos y produc-
tos farmacéuticos es un indicador de contaminacién
fecal.

La validacién del método de neutralizacién pre-
senta igualdad de promedios en todos los microorga-
nismos y entre los grupos de Prueba (A) de la dilu-
cién 102 en referencia al grupo Control (B), observan-
dose un p- valor mayor al 0,05 por el cual se demostré
eficacia adecuada del neutralizante, a su vez también
se demostro la ausencia de toxicidad del neutralizante
al presentar igualdad en los recuentros del grupo
Control (B) en referencia al grupo Viabilidad (C), en la
investigacion de Garcia y Paredes (2017) presentaron
eficacia del neutralizante al obtener recuperacion
similar entre los grupos (A) y (B) y ausencia de toxici-
dad al comparar el grupo de (B) y (C). Arias et al.
(2013) constaté que el porcentaje de recuperacion de
los microorganismos como Staphylococcus aureus y
Candida albicans en presencia de producto crecieron
gracias a la propiedad inactivante del polisorbato con
lecitina, se obtuvieron porcentajes de recuperacién
superior al 90% y el de Aspergyllus niger fue de 90 a
93% cumpliendo con la USP NF (2020) es la que esta-
blece un porcentaje mayor al 70% para dar cumpli-
miento al parametro. Podemos indicar que el Staphy-
lococcus aureus es un indicador de fuerte contamina-
cién por operadores y humanos, puede ser transpor-
tado por el polvo, piel, ropa y microgotas de hume-
dad, esta ampliamente distribuido en la naturaleza se
le encuentra en la piel y mucosas del hombre y otros
animales, es un oportunista humano y causa la mayo-
ria de las infecciones agudas y piogénicas, sino se
trata puede extenderse a todo el organismo, compro-
metiendo la vida del paciente. Este microrganismo se
encuentra en la materia prima, principios activos de
un producto farmacéutico y cosmético.

En cuanto a la determinacion de los pardmetros de
la validacion, la exactitud de los porcentajes de recu-
peraciéon demostré que los resultados de la relacién
de los promedios se encontraron dentro del intervalo
de confianza (0,5 a 2), el cual cumplieron cuando hay
recuperacion de microorganismos; a su vez para la
precisién entre los recuentos se observé que el maxi-
mo coeficiente de variacion encontrado fue de 5,22%.
El parametro del limite de deteccién en la dilucién
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102 para el microorganismo Pseudomonas aeruginosa
recupero 11 UFC y para Staphylococcus aureus 17 UFC;
el parametro de especificidad, estadisticamente de-
mostr6é la recuperaciéon de los microorganismos en
una dilucién 10-2 en presencia del producto y neutra-
lizante, finalmente se demostrd la robustez del méto-
do al no haber diferencias significativas de los recuen-
tos en las diferentes tiempos de incubacién; en com-
paracion con los hallazgos de Morales (2018) obtuvie-
ron resultados de exactitud dentro del factor de 2 en
comparacién al control; en la precisiéon demostré que
en el grupo de prueba y grupo control, no presenta
variabilidad significativa en los recuentos de acuerdo
al valor de la prueba “t” de Student, para el parame-
tro robustez en referencia a los tiempos de incuba-
cion existe similitud en los recuentos para ambos
grupos, a su vez Sueros (2013) obtuvo resultados de
limite de detecciéon 5 UFC/mL como la minima canti-
dad detectada. Los resultados de precisiéon de cada
analista, como entre ellos obtuvieron una desviacion
estandar relativa menor que 0,02. El pardmetro de
robustez se obtuvo usando distintos medios de culti-
vo y tiempo de incubacién, y con un coeficiente de
variaciéon de maximo 15%.

Validacién de amonio cuaternario 0,25% por dilucién-neutralizacién

Los parametros de validaciéon como exactitud, pre-
cisién, especificidad, limite de deteccién y robustez se
realizaron sobre las bacterias, hongos y levaduras;
todas cumplieron de acuerdo con las especificaciones
establecidas por la Farmacopea americana.
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CONCLUSION

En el presente trabajo se realiz6 la validacién mi-
crobiolégica de un desinfectante de superficies de
amonio cuaternario al 0,25% mediante el método de
dilucién-neutralizacién. Los inéculos estandarizados,
elaborados con cepas de referencia, se realizaron si-
guiendo el procedimiento establecido en la farmaco-
pea. Los resultados fueron confiables y evidenciaron
recuentos microbianos de bacterias, hongos y levadu-
ras dentro de los parametros establecidos por la Nor-
ma Americana. Para la promocién del crecimiento de
medios de cultivo, se demostré que estuvieron con la
cantidad de nutrientes e inhibidores dentro de las
concentraciones que indica el fabricante, 6ptimas para
el recuento y validacion del ensayo microbiolégico
con las cepas de referencia.

La prueba de aptitud del método de recuento de-
mostré que las diluciones de trabajo permiten la re-
cuperacién satisfactoria de los microorganismos con
recuentos de bacterias, hongos y levaduras, ademas
fue satisfactoria la recuperaciéon de microorganismos
especificos, dentro de los valores indicados por la
Farmacopea Americana.

La validaciéon del método de neutralizacion se uti-
liz6 con un grupo de prueba y un grupo control. Se
evidencié que el procedimiento de neutralizacién
resulté ser eficaz y no toxico para los microorganis-
mos de prueba.
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