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. FUNDAMENTACION TEORICA.
. Regulacién de Ia Limpieza para }a Indusiria Farmacéutica.

n los oltmos afios; la industna farmacéutica ba tenido mayor interés en los
rocedmmientos de limpieza, wtilizados en la fabricacién de medicamentos, para que
stos sean cada vez mas eficientes, v cumplan con el objetivo de remover principios
ctivos, excipientes, microorganismos y residuos de los agentes de limpieza.

ara asegurar que los procedimientos de Hmpieza no ponen en riesgo la calidad,
cguridad, identidad, pureza o potencia de los productos, Ia FDA (Food Drug
«dministration) y la Secretaria de Salud (8S) recomiendan que éstos detallen la forma
1 que va a realizarse la limpieza, los cuales deberdn estar documentados en PNO’s
*rocedimientos Normalizados de Operacion) que demuestren que no estdn poniendo en
esgo el producto fabricado 3.

1 requerimiento de equipos limpios previos a ser utilizados en la fabncacién de
edicamentos no es nada nuevo, las regulaciones de la FDA especificamente en las
MP’s (Good Manufactory Practice) 1963 (parte 133 .4), explican que: “ El equipo debe
antenerse limpio y ordenado”. En el CFR (Code Federal Regulation) titulo 21 (211.67)
menciona: < Los equipos y utensilios deben estar limpios y sanitizados a intervalos
ropiados, v contar con un programa de mantenimiento que evite que un mal
icionamiento sea una posible contaminacion, v asi de esta manera demostrar que no
2 en riesgo la calidad, seguridad, identidad, potencia y pureza de los productos™ ;s.

s procesos basicos de desinfeccion de los equipos para la prevencion de
arminantes por microorganismos en los productos; consta de 2 pasos:

» Limpieza

o Sanitizacion

Limpieza: El procedimiento de limpieza consiste en la remocion de las
impurezas y contaminantes de Ia superficie de los equipos, eliminando los
substratos como tierra, restduos, suciedad, polvo, grasa u otras materias
objetables que pueden favorecer el crecimiento de microorganismos o
provocar una Inactivacion parcial del sanitizante .




2.1 _Mecanismos bisicos de la limpieza.

Existen cuatro mecanismos para la remocion de los residuos:

2.1.1 Accién mecinica. Es referida a cualquier variedad de procesos mno
quimicos, ncluyendo el cepillado v el movimiento de arrastre del agua
(hidrolavadora, agua de alta presién), hasta la nueva tecnologia como la del
uso de hilo seco para la remocidn mecanica.

2.1.2 Disolucién. La disolucién implica disgregar el residuo con un disolvente organico
0 con agua, en algunos casos, la disolucién puede lograrse utilizando
aditivos, como algunos residuos acidos, que pueden ser mas solubles en
agentes de Hmpieza alcalinos, y algunos residuos alcalinos pueden ser mas
solubles en limpiadores acuosos acidos.

1.1.3 Detergencia. El significado de la detergencia se refiere al uso de surfactantes
en sistemas acuosos.

El surfactante equilibra por si mismo la interfase entre el agua y el residuo,
ya sea humectando, emulsificando y/o dispersando.

Humectar se refiere al proceso mediante €l cudl el agua desplaza € aire
existente en la superficie del residuo; emulsificar es referido al proceso en
el cudl se forman las llamadas micelas, y la Dispersidn se refiere a la
propiedad del detergente a mantener el residuo suspendido en una
disolucién acuosa.

1.4 Reacciones quimicas. El cuarto mecanismo de limpieza involucra reacciones
quimicas, en las cuales la naturaleza quimica del residuo es cambiada,
rompiendo fas moléculas muy grandes en pequefios fragmentos gue pueden
ser removidos facilmente por la accién de los detergentes. Oxidacion,
hidrolisis y accidn enzimatica, son tres ejemplos de reacciones quimicas
para la limpieza.

Los ejemplos mas comunes de un agente oxidante, son: el hipoclorito de
sodio, peroxido de hidrogeno, percarbonato de sodio y de ozono. La
hidroélisis involucra una reaccidén quimica en una solucion acuosa, ya sea
acida o basica con un éster, una amida o un compugesto éter. La hidrélisis
convierte una molécula de éster en una sal de un acido orgdnico y un
alcohol, haciendo al residuo soluble en agua. Finalmente la accién
enzimatica acelera cataliticamente la descomposicion de ciertas molécnlas

organicas como proteinas, facilitando la solubilidad de dichas moléculas. 23
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2.2 Regquisites que debe cumplir_Ia limpieza para ser eficiente:

a) Eliminar los substratos organicos que puedan alojar y favorecer el crecimiento
bacteriano,

b) Eliminar colonias bacterianas establecidas en zonas con materia organica presente.

¢) Evitar la desactivacion del sanitizante por materia organica presente.

d) Facilitar la penetracion del sanitizante y su contacto con la superficie de los
equipos, al no existir impurezas que lo mmpidan.

3.  Sanitizacion: (Desinfeccion).El procedimiento de sanitizacién consiste en la
eliminacién total de agentes microbianos no patogenos y patogenos.

Desinfeccion: Consiste en la eliminacion total de los microorganismos existentes
después de la limpieza, consiguiendo eficazmente que los microorganismos
presentes pierdan su capacidad de crecimiento y reproduccion en forma
ureversible, mediante agentes quimicos, métodos fisicos 0 ambos; evitando asi
la contaminacién de los productos por algin sobreviviente al lavado que
pudiera reproducirse y contaminar al encontrat condictones Optimas para ¢llo.
Generalmente no matan las esporas.

Sanitizante: Agente quimico que destruye a los microorganismos contaminantes
presentes en cualquiera de sus formas en una area especifica, pero no
necesanamente ¢Sporas.

Los sanitizantes generalmente se aplican sobre objetos inanimados como en la
desinfeccion de equipos de plantas productoras de medicamentos, dreas, etc.

Un desinfectante eficaz reduce el nimero de microorganismos 2 un nivel
que no perjudica la salud, pero mningin procedimiento de sanitizacion
puede dar resultados satisfactorios, a menos que sn aplicacion le preceda
una limpieza eficiente .

Ciclado de sanitizacién: La sanitizacion se realizard utilizando agentes quimicos
de diverso origen, pero que tengan siempre un poder bactericida demostrado.
Dado que muchos microorganismos pueden crear resistencias al ataque de estos
agentes quimicos, es recomendable el ciclado de los mismos. Este ciclado usara
alternativamente apentes quimicos que utilicen radicales quimicos distintos
para cjercer su accidn, ya que esto dificulta la apancién de microorganismos
Tesistentes iq.

=



3.1 Los sanitizantes deben seleccionarse considerando:

Los microorganismos que se desean eliminar.

Ei tipo de producto que se elabora.

El material de las superficies que enfran en contacto cor el producto.
El tipo de agua disponible.

Método de limpieza empleado.

3.2 Las caracteristicas de un agente guimico son:

1. Actividad antimicrobiama. A bajas concentraciones debe tener un espectro de
actividad antimicrobiana amplio, por lo tanto debe matar o inhibir muchos tipos
diferentes de microorganismos.

| 2. Solubilidad. La sustancia debe ser soluble al agua u otres solventes adecuados
que incremente la actividad antimicrobiana.

3. Estabilidad. Debe conservar su actividad por periodos razonables que permitan
su comercializacion.

4. Toxicidad. No debe ser tdxico parael hombre y los amimales.

5. Homogeneidad. La preparacion debe ser uniforme en su compostcidn, de tal
forma que los ingredientes activos estén presentes en cada aplicacion; los
ingredientes no deben agregarse o sedimentarse.

6. Ipactivacién minima con materia extrafia. Algunos agentes quimicos se
combinan ficilmente con proteinas y otros materiales organicos. Esto disminuye la
cantidad de agente disponible para actuar contra los microorganismos.

7. Activikad a temperatura ambiente. No debe ser necesario elevar la
emperatura ambiental cuando se use el agente quimico.




3.3 Factores que afectan la eficacia de los agentes quimicos.

1. Inactivacion debida a la suciedad. La presencia de suciedad y ofros
materiales sedimentados reducen la eficacia de todos los agentes guimicos.
Cuando hay mucha suciedad los desinfectantes no presentan ningiin efecto; por lo
que la desinfeccién con sustancias quimicas deberd efectuarse después de un
proceso de limpieza o en combinacion con el mismo.

2. Temperatura de la solucién. La sanitizacion serd mas eficaz, cuanto més alta
sea la temperatura. Es preferible usar; por lo tanto, una solucion desinfectante tibia
0 caliente que una fria. Por lo que se deberan seguir las indicaciones del
fabricante; ya que a temperaturas superiores de 43 °C los yodoforos liberan yodo
pudiendo manchar los materiales, y la accién corrosiva del Cl; aumenta al usar

soluciones calientes de hipoclorifo. En general, a temperaturas elevadas, mayor sera
la velocidad de muerte de la poblacion.

3. Tiempo. Los desinfectantes quimicos necesitan un tiempo de contacto para que
iean eficaces. Esté tipo de contacto minimo, puede varar de aceerdo con la
ictividad del desinfectante. A mayor tiempo, mayor nimero de oélulas muertas.

. Concentraciéon. La concentracion nmecesaria de la  solucidn del desinfectante,
ariara de acuerdo con las condiciones de uso, ademas debera ser adecuada, con la
nalidad destinaday el medio ambiente que haya que emplearse. Las soluciones
sberdn de prepararse siguiendo estrictamente las instrucciones del fabricante.

Estabilidad. Todas las soluciones desinfectantes, deberan ser de preparacion
ciente, en los que se havan utilizado utensilios limpios. EI mantenimiento
olongado de soluciones diluidas listas para ser usadas, puede reducir su
cacia, 0 convertirse, tal vez, en un deposito de orgamismos resistentes. Los
sinfectantes pueden desactivarse si se mezclan con detergentes y ofros agentes
imicos no adecuados.

necesario verificar periddicamente la eficacta de las sustancias quimicas,

ecialmente cuando se han disunelto para usarlas, existen para tal fin equipos de
ayo baratos y de facil uso.

CAUCIONES,
samlizantes que pucden envenenar los productos (alimentos, medicamentos),
como los fendlicos, no deben usarse cnlas industrias de insumos para la

3
3
d, ni en vehiculos para su transporte. También debe tenerse cuidado de que
5 no dafien al personal v animales.




6. pH. La concentracion de los jones hidrogenados tienen, efecto sobre la accidén
de los agentes gquimicos, asi como de los microorganismos.

7. Naturaleza de wmicroorganismos. La composicion quimica de los
microorganismos varia; por lo tanto se considera que las bacterias Gram (-), son
mas resistentes a la mayoria de los sanitizantes con respecto a las bacterias Gram (+).

8. Tamaio de la poblacién. Destruir grandes poblaciones requiere mas tiempo
que destrur pequefias poblaciones.

9. Fase de crecimiento. Los cultivos jovenes son mas susceptibles a los
sanitizantes que los cultivos viejos, debido a que los primeros se encuentran en una
adaptabilidad metabdlica.

~ 10. Presencia de esporas. Las esporas bacterianas constituyen la forma de vida
- més resistente a los agentes fisicoquimicos.

| 11. Naturaleza del material tratado. Las caracteristicas del material, alteran la
velocidad de muerte celular. 5192338

3.4 Tipos de Agenies Quimicos Antimicrobianos.

3.4.1 C(lasificacion.
Los sanitizantes pueden clasificar de acuerdo a:

La estructura quimica.
+ Fenol vy sus derivados.
Alcoholes.
Agentes oxidantes:
+ Halbgenos.
¢ Perdxido de hidrdgeno.
Metales pesados.
Agentes tensoactivos.
Agentes Alguilantes (aldehidos).




El mecanismeo de accion antimicrobiano.
* Agentes que lestonan la merabrana celular.
s Agentes que desnaturalizan las proteinas.

* Agentes que modifican Jos grupos funcionales de proteinas y acidos nucleicos.

3.4.1. a Caracteristicas.

Las sustancias quimicas como los fenoles, hipoclornto de sodio (blanqueador), y los

cuaternanos de amonio, s¢ utilizan cominmente para desinfectar objetos inanimados
COMO DISOS ¥ equipo.

¢ Fenoles y sus derivados.

Los compuestos fendlicos a concentraciones bajas fienen uma accidn bactericida
rapida; actualmente se ha limitado el wuso del fenol (dcido carbénico) como
antiséptico, porque despaturaliza la piel al estar en contacto, sin embargo algunos
antisépticos para la garganta contienen bajas concentraciones de fenol; asi, como ¢l
uso de nuevos agentes bactericidas. E} fenol ha sido reemplazado como desinfectante
por los derivados fendlicos menos causticos y menos toxicos, siendo quimicamente

semejantes al fenol, ya que ambos tienen un grupo hidréxilo, en el anillo dei
henceno.

.08 derivados fendlicos aumentaron la actividad microbiana del fenol al sustituirle
liferentes grupos en el nicleo fendlico; siendo los de mayor importancia los derivados
quilo, clorados y los difenilos. Fueron desinfectantes muy populares, sin embargo se
equieren altas concentraciones para producir el efecto deseado de desinfeccion.

ENQOL
Clase: fendlico.

Efectivo contra las bacterias Gram (+) y Gram (-), poco efectivo contra esporas
icterianas. Mas activo a pH acido.

Oxida en presencia de luz y aire, en solucién acuosa se puede estenlizar a 121°C

rante 15 minutos, mientras que en solucion aceitosa puede esterilizarse a 150 °C
rante una hora.

Incompatible con sales alcalinas y ferrosas; su actividad se reduce con agentes
101ICOS.

Se inactiva a diluciones menores a 0.25% 6 mayores de 0 5% y con tween 80 al
%.

“oncentracion de uso. 0.25 - 0.5%,




* Son poderosos compuestos desnaturalizadores, inactivan proteinas celulares
vitales, incluyendo enzimas.

Derivados fendlicos.

También son agentes desnaturalizadores, inactivan proteinas celulares vitales,
incluyendo enzimas; y actian sobre lipidos, debido a que constituyen a Ia
membrana plasmatica junto con las proteinas, el primer efecto perceptible es la
ruptura de la membrana celular.

FENOXIETANOL

* Clase: Derivado fendlico.

* Amplio espectro de actividad antimicrobiana, activo conmira Pseudomonas
aeruginosa.

* Es estable en solucién acnosa, puede esterilizarse en autoclave, y es compatible
con surfactantes anidnicos y catidnicos. Reduce su actividad en presencia de
algunos agentes no 16nicos.

* Se inactiva a diluciones menores del 1.0% 6 con tween 80 al 10%.

* Concentracion de uso al 1.0 %

e Alcoholes.

Los alcoholes son compuestos con un grupo hidréxilo (OH). Destruyen a los
microorganismos rompiendo los enlaces lipidicos de las membranas celulares y por
desnaturalizacién de proteinas. La cadena de carbonos penetra la region hidréfobica de
la membrana celular, desorganizindola y permitiendo la salida de compuestos vitales
para la célula. :

Los alcoholes tales como el etanol ¢ isopropilico, se usan ampliamente como
mtisépticos.

TANOL.
- Clase: Alcohol.
Es bactericida para formas vegetativas, no esporicida, gram negativos, gram positivos
acido-rresistentes. La presencia de agua es indispensable para su actividad.
Es usado como solvente y como preservativo en preparados farmacéuticos.
Se inactiva por dilucién menor del 50% o mayor 70%.
Su concentracion de uso es: 100% inefectivo.
50 — 953% bactericida, (mayor efectividad del 50-70%;).
<30% poca accion.




ALCQOHOL BENCILICO.
* Clase: Alcohol.
* Es bactericida para formas vegetativas, esporicida, activo contra hongos, también
presenta propiedades anestésicas.
* Es estable aun en condiciones de autoclave (121°C duraate 15 minutos). Se oxida
lentamente a benzaldehido y dcido benzoico en presencia de aire y a pH 4cido.

* Es incompatible con agentes oxidantes, y se inactiva con surfactantes no 16nicos.

* Agentes oxidantes.

+ Halogenos.

Los halégenos lodo y Cloro agentes oxidantes que inactivan las enzimas por la
oxidacion de sus grupos funcionales, particularmente el grupe sulfidrilo (SH), los
agentes més activos tambicn atacan grupos amino (NHy') e hidroxilo (OH). Son finicos
entre los desinfectantes en el sentido de que su actividad es casi exclusivamente
bactericida y que son efectivos contra microorganismos que esporulan.

31 lodo existe principalmente en I; a valores de pH inferiores a 6 donde tieme su

néxime de accion bactericida. El germicida disminuye a medida gue s¢ incrementa por
ncima de 7.5.

1 yodo se usa como un antiséptico sin daiio a la piel, en solucion acuosa y tintura (2%
odo y 2.4% yoduro sddico en alcohol acuoso 1:1). Los yodoforos son mezelas de yodo

detergentes conocidos como transportadores. Los trasportadores son polimeros
2utros que sirven para aumentar la solubilidad del yodo y proporcionar un reservonio
» liberacidon sostenida del halégeno. En medicina humana ios yodoforos son seguros
ira desinfectar la piel antes de una cirugia, reemplazando a ias soluciones acuosas y a
5 tinturas de yodo por que producen menos efectos colaterales; v en la industria son
ilizados para la esterilizacién de equipos. Tiene una amplia gama de actividad

timicrobiana. Para superficies limpias normalmente requiere de una solucidn de 25 a
mg / 1. de yodo disponible a pH 4.

cloro se utiliza como desinfectante en tres tipos de compuestos clorados: cloro,
oclonto, cloramnas inorganica y orgénica. Las propicdades de desinfeccion de
hos compuestos dependen de la capacidad para [a liberacion de cloro libre; es decir,




Al adicionar cloro 6 hipoclorito al agua, el cloro (A) reacciona con el agua (B) para
formar 4cido hipocloroso {C), el cual en solucién neutra o 4cida es un agente 6xidante
fuerte v desinfectante efectivo,

ClL + HbLO — HOCI + H + CI
(&) ®) ©)

Ca(OCl), + HQ0 —» Cayt +H,Q + 20CT
Ca(OCl), + 2H;0 — Ca(OH), + 2HOC!

HO)CI < H + ocr
(©

La disociacion del 4cido hipocloroso depende del pH, determinando la eficiencia de la
desinfeccion.

Los hipocloritos son los compuestos clorados mas ttiles y se encuentran disponibles en
estado liquido & polvo en sales de calcio, litio y sodio. Son empleados a gran es‘cala en fa
industria farmacéutica, lactea y alimenticia para el sancamiento del equipo utilizado en

el procesamiento de los productos, también son empleados como agentes sanitarios en
los hogares, hospitales y edificios piiblicos.

EI hipoclorito de sodio (blanqueador) tiene una capacidad de desinfectante superior,
debido a que mata muchos tipos de bacterias y virus, es barato y facil de conseguir. Este

aroducto debe utilizarse con mucho cuidado, ya que puede dafiar tejidos delicados como
0$ 0jos.

.a actividad microbicida del cloro disminuye notablemente con la presencia de materia
wganica; por lo cud! solo es usado para tratar sustancias que contienen bajas caniidades

€ materia orgdnica como el agua; sin embargo los blanqueadores por no contener
etergentes son efectivos cuando se utilizan sobre materia organica.

oncentracidn de uso. 0.6 a 1.0 ppm de cloro libre residual para asegurar una

sstruccién rapida entre 15 y 30 segundos 6 0.6 a 4.0 ppm de cloro libre para matar a
do tipo de microorganismos en 30 a 45 segundos.

Perdxido de hidrogeno.

peréxido de hidrogeno se usa a una concentracién del 3% como antiséptico inocuo
bil cuyo uso principal es en la limpieza de heridas e instrumentos médicos.

ando ¢l peroxido entra en contacto con el tejido burbujea vigorosamente por la
rracion del oxigeno, debido a que todas las células de los microorgamsmos acrobios,




mcluyendo la del hombre contienen la enzima catalasa que descompone al peréxido en
oxigeno y agua, provocando una accion germicida breve.

0O, — O, + HO

El H,O, mata antes de ser destruido por la catalasa u otra enzima; pero existen bacterias

relativamente resistentes al perdxido como Staphylococcus aureus por producir grandes
cautidades de peroxidasa. ) ﬁ

¢+ Metales pesados.

Las sales de metales pesados como el mercurio, arsénico y plata reaccionan con
grupos solfidrilos (SH -} de proteinas, envenenan enzimas y por medio de este

necanismo las sales de mercurio y plata son usadas ampliamente en medicina
lurante muchos afios porque mataron a las células microbianas.

-4 sal de mercurio (cloruro mercurico) se uso ampliamente como un antiséptico,
ero actualmente no se usa por ser téxico. Compuestos Organicos gque contienen g
iercurio  ( mertaphen, merthiolate v mercuro cromo), son menos toxicos y ambos
m basicos en el botiguin de un hogar para desimfectar pie! y membranas
wcosas. Las sales de fenilmercurio se encuentran entre los inbibidores mas efectivos de
icterias grampositivas y gramnegativas, hongos, levaduras y algas; han resultado dtiles
pecialmente en el control de Pseudomonas sp. y otros contaminantes microbianos en
eparados farmacéuticos, oftalmicos y cosméticos.

$ sales de plata y plata coloidal fueron antisépticos ampliamente utilizados, las
es de plata morganica son agentes bactericidas eficaces, pero estan restringidos por
s efectos irritantes y cdusticos. Durante muchos afios se utilizd una solucion de q
rato de plata (AgNO; ) por ser altamente bactericida para el gonococo y utilizado en
ina por ley en muchas regiones, para ia profilaxis de Ja oftalmia neonatal en los recién
idos; hoy sin embargo, la tendencia es dejar de usar dicha solucién y
titwitla por antibioticos. En general el uso de las sales de plata se ha hmitado
que puede irritar la piel, sin embargo la aplicacidn topica AgNO; & sulfadiazina de
a en crema en quemados ha reducido significativamente la mortalidad entre estos
‘entes; pero a aumentado la incidencia de microorganismos resistentes al 16n Ag” en
imbicntes hospitalarios limitando su uso como tratamiento exclusivo.




o Tensoactivos.

Los compuestos tensoactivos son aquellos que poseen en su estructura molecular una
parte que atrae €l agua (hidrofila) y otra que la repelen (hidréfoba); dependiendo de la
carga o ausencia de ionizacion de la parte hidrofilica, se clasifican en anidmicos,

cationicos y  anfotericos, siendo Jos catidbnicos y los anidémicos los agentes
antimicrobianos mas atiles.

Entre los tensoactivos anidmicos se encuentran los jabones y los dcidos grasos que se
disocian para dar un ion con carga negativa, presentan una raayor actividad a pH 4cido
son efectivos contra microorganismos grampositivos pero relativamente ineficaces
contra gramnegativos debido a su membrana lipopolisacarida.

Los agentes microbacterianos tensoactivos mas importantes son los cationicos en los
cuales un residuo hidréfobo esta balanceado por un grupo hidrofilo con carga positiva;
algunos  detergentes catidnicos tienen actividad germicida porgue penetran vy

destruyen los fosfolipidos de las membranas incluyendo la membrana plasmatica
de la célula microbiara.

-a sales cuaternarias de amonio son detergentes cationicos que significa con carga

ositiva. Tienen un dtomo de nitrogeno (grupo amino) hidréfilo, unido a grupos
wganicos hidrofobos (de ahi el nombre de cuaternarias.

Rl donde:
Rl\ ' Rl - R4 grupos alquilo ipualcs o difercnies.
N™X N - dtomo de nitrbgeno con valencia de 5.
R3.~ l X - habitualmente un halbgeno
R4

tos compuestos matan toda clase de microorganismos y virus con membranas. Las

les cuatemnarias de amonio son principalmente activas con bacterias Gram (+), y
concentraciones mas altas son requeridas para matar bacterias Gram (-), a causa
sus membranas hidrofilas protectoras. Las sales cuaternarias de amonio actudn
ntra hongos por su efecto fungistatico.

5 sales cuaternarias de amonio son incompatibles com gran cantidad de

tanclas quimicas como detergentes anidnicos (tween 20, tween 80), fosfolipidos,

sitinas) vy otras sustancias conteniendo grasas, ya que neutralizan su capacidad
Infectante.

T



.as sales cuatemarias de amonio no son tdxicas, se¢ usan como desinfectantes en el
hogar, indusfrias, Iaboratorios y hospitales; asi como el ingrediente activo de
productos ampliamente usados como cepacol (cloruro de cetil pimdinio) y zephi
(cloruro de benzalconio).

Cuando se utilizan stmultaneamente, los detergentes cationicos y los anidnicos se
neytralizan entre si.

CLORURO DE BENZALCONIO
* Clase: compuesto cuaternario de amonio.
* Actividad antimicrobiana fuerfe, es mas activa contra Gram (+) con efectos
letales a concentraciones de 1: 200 000. Los Gram (-) son mds resistentes pues
equieren concentraciones de 1: 300 000, o mas altas cuando esta presente
Pseudomonas aeruginosa .
* Mas activo a pH neuiro o 2 pH alcalino; se inactiva a pH menor a 3.4.
* La actividad antifungica limitada, no esporicida.
- Estabilidad: tiene buena estabilidad atin en condiciones de autoclave.
Compatibilidad. Es incompatible con surfactantes anionicas, jabones, citratos,
itratos, yodo, metales pesados, alcalis, algunos oxidantes y proteinas.
Inactivador: Leciting y surfactantes no ionicos como lugol W o tween 80.
Concentracion de uso: 0.01 a 0.25 %.

Agentes Alquilantes (aldehidos).

formaldehido, glutaraldehido y 6xido de etileno son gentes alquilantes, los cuales
caracterizan por unir cadenas cortas de atomos de grupos alquilo a enzimas,
wtivandolas y matando la célula.

formalina es una solucién de formaldehido a 37 % usada para conservar tejidos
para embalsamar. Mata todo tipo de microorganmismos incluyendo endosporas.
hcentractones mas bajas de formaldehido 002 a 0.01 se usan para inactivar
unas.

glutaraldehido se usa para esterilizar en frio instrumentos quirdrgicos o equpo de
‘tico sensibles a las temperaturas de esterilizacion por calor. Es ¢l inico desinfectante
zado en frio y recomendado por los Centers for Disease Control de los Estados
dos para usarse cn cquipo de tratamiento respiratorio
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El oxido de etileno tiene ventajas especiales como agente esterilizante por que es un gas
v por lo tanto desaparece de los objetos después del tratamiento; sin embargo el éxido de
etileno es sumamente toxico, por lo cual debe usarse en una camara de gas sellada.

Por ser sumamente inflamable y explosivo se vende como CARBOXIDE que es una

combinacion del 90% de oxido de etileno y 10 % de CO,. Mata todo tipo de bacterias
incluyendo endosporas.

3.4.1.b Mecanismo de accion.

Los mecanismos por medio de los cuales las drogas matan o inhiben la multiplicacion de
los microorganismos son variados y complejos. Todos los efectos observables de los
agentes quimicos sobre las bacterias son el resultado de alteraciones en sus componentes
nacromoléculares; algunos de estos cambios lesionan la membrana celular, otros

nactivan de forma irreversible las proteinas y varios inducen un dafio profundo en
icidos nucleicos.

\gentes que lesionan la membrana celular.

a imntegridad estructural de la membrana depende de la disposicion ordenada de las
roteinas y los lipidos que la componen. Los solventes organicos y los detergentes
teran esta organizacién estructural, Io que interfiere sobre la funcién normal de la
embrana. El efecto neto es la liberacion de pequefios metabolitos de la célula y la
terferencia sobre el transporte activo y el metabolismo energético.

Fenol y sus derivados:

. concentraciones bajas estos compuestos tienen una accidon bactericida rapida que

»voca la pérdida del contentdo celular vy la inactivacion irreversible de las oxidasas y
las deshidrogenasas unidas a la membrana.

Alcoholes:

i alcoholes permiten observar la interaccion de los solventes orgamicos con las
nbranas lipidicas. Desorganizan la estructura lipidica por penetraccion en la region

‘ocarbonada. Ademas de su efecto sobre la membrana celular, los aleoholes y otros
rentes organicos también desnaturalizan las proteinas celulares.




&  Agenfes tensoactivos:

La mterfase entre la membrana de una célula bacteriana que contiene lipidos y el mgdio
acuoso que la rodea proporciona un sitio blanco susceptible para agentes de este tipo.
La porcidon hidrofoba de la molécula es una cadena hidrocarbonada liposoluble, mieniras

que la porcion hidrofila puede ser un grupo ionizable 0 uro no oONICO Pero cont upa
estructura altamente polar.

Cuando las bacterias se exponen a esté tipo de agentes, el grupo con carga positiva se
asocia con los grupos fosfato de los fosfolipidos de la membrana, mientras que la
porcion no polar penetra en el interior hidrofobo de la membrana. La distorsion
resultante provoca una pérdida de la semipermeabilidad de la membrana y fitracion de
los compuestos nitrogenados y fosforados contenidos en la célula, por lo tanto el agente
quimico puede penetrar a la célula y desnaturalizar sus proteinas.

Agentes que desnaturalizan proteinas.

Los agentes que alteran la conformacion de las proteinas por desnaturalizacion producen
m desplegamiento de la cadena polipeptidica de manera que las cadenas se presentan
mrolladas o enrolladas al azar y de forma irregular. Entre estos agentes se encuentran los
icidos (4cido benzoico, lactico, acético, citrico y propidnico), los dlealis, alcoholes,

<etona v otros solventes organicos; siendo su blanco principal parece ser la membrana
elular.

wgentes gue meodifican les grupos funcionales de proteinas y acidos nucleicos.

I sitio catalitico de una enzima contiene grupos funcionales especificos gue se unen al
strato e inician fos episodios cataliticos. La inhibicién de la actividad enzimatica se
‘oduce cuando uno 6 mas de estos grupos funcionales es alterado o destruido. Grupos

ncionales importantes de la pared, la membrana o los &cidos nucleicos de la célula son
ceptibles a la inactivacion.

Agentes oxidantes:
+ Halogenos.
+ Peroxido de hidcogeno.

ictivan las enzimas por conversion de los grupos funcionales —SH en la forma oxidasa

»; los agentes mds potentes también atacan los grupos amino, indoal y el grupo
roxilfendlico de Ja tirosina.




»  Metales pesados.

.as sales solubles de arsénico, plata y ofros metales pesados envenenan la actividad
nzimatica formando merciptidos con los grupos sulfhidrilo de los residuos de cisteina.
_a reaccién inicial es reversible y si se proporcionan grupos --SH extrafios en forma de
rglutation o de tioglicolato de sodio la mayor parte de las células se recuperan.

+ Agentes Alquilantes (aldehidos).

.08 efectos letales del formaldehido, dxido de etileno v el glutaraldehido resultan de su
wceidn alquilante sobre las proteinas; la inhibicién producida por estos agentes es
rreversible, como consecuencia de una modificacion de las enzimas y la inhibicion de la
ctividad enzimatica,




Agentes sanitizanies recomendados para usarse en los programas de desinfeccion.

Agente sanitizante Aplicacion Ventajas Desventajas
Hipoclorito de sodio | Desinfectante Relativamente répido. Efectividad dependiente e
ACH0S0. pH.
Industria Puede usarse en| Es inactivado por mater
Farmacéutica, superficies para preparar el | orgénico, juz UV y calor.
alimenticia v | producto.
lechera.
Nose altera con aguas | Olor desagradable.

duras,

No tiene efecto esporicida.

1.impieza pobre.
Corroe metales.
Puede blanquear superficies.
Diéxido de cloro Superficies duras y ] Tuberculicida, wviricida v | Corroe algunos metales.
esterilizante. | esponicida.
Mata ripide | Vida corta después de su
Mycobacterinm activacion. I
tuberculosis.
Puede ser wusado en)Se inactiva con materia
material termolabil. organica.
Iodoforos Superficies duras, | No se altera con aguas | Puede manchar
sanitizante y | duras.
desinfectante.
Puede  usarse  sobre | Puede  tritar  membranas
superficies para prepararse | mucosas.
roducto.
Buena actividad [ Se inactiva por exposicidn a
hmpiadora lwz UV, calor y matena
orgdnica
Compuéstos Supetficies  duras, | Toberculicida
fendlicos sanitizantes
Amplio espectro Efectividad reducida por la
| presencia de cationes
Puede ser bacteriostatico | En  algunos  lugares  hay
restocciones para su deshecho
Buena actividad | No es esporicida,
| impiadara
Eleccion para dreas de alio
riesgo
1aternarios de a Superficies  duras, | Espectro amplio. Pueden no ser efectivos contra
NONIo desinfectante y Psendomonas,
HIPLESIQS ¢ sanitizantc

rados)




Agente sanitizante Aplicacion Ventajas Desventajas
Puede ser bacteriostatico. | Generaimente no son
tuberculicidas.
Buen deodrizante. No son esporicidas.
Puede ser utilizado en | Su actividad es reducida por la
superficies parz preparar | presenciz de jabones,
productos.
Excelente accion
limpiadora.
Alcoholes {butil, } Superficies duras, | Tuberculicida. No tiene accion detergente.
etfl, propil). desinfectante ¥
' sanitizante dereo.
Espectro amplio. Son volatiles e inflamables.
Puede temer actividad { No tiene actividad esporicida
residual si se le mezcla con
- cuaternarios o fenoles
Gluteraldehido Superficies  duras, | No mancha. No es estable cuande se le
i esterilizacion ¥+ No corrosivo. utiliza en soluciones diluidas.,
desinfeccién.

Esporicida, tuberculicida v
viricida

Corrosivo  en  formulaciones
con pH bajo.

Util en la estenilizacion de
plasticos, hules lentes vy
otros articulos que no se
puedan  esterillizar  con
autoclave.

Puede mtar la
membranas mucosas

piel vy

Es inactivado por presencia de
material organico.

Es un sensiblilizador potencial,
con olor fuerte,
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IEI siguiente cuadro muestra ventajas y desventajas de algunos grupos de sanitizantes.

| PROPIEDADES SALES HALOGENOQOS GLUTARALDEHIDOS
| CUATERNARIAS YODO-CLORO
'Actividad en Efectividad Baja efectividad Baja efectividad.
presencia de moderada.
materia organica
PH Neutro. Bajo rango de | Acidos (rango 4-6) Actila en medio alcalino
tolerancia: 7-9
Coeficiente Moderadamente bajo | Bajo Bajo
fendlico
Aguas duras Baja efectividad No trabaja en presencia | Baja efectividad
de éstas
Tensoactividad Menor potencia No son tensoactivos, menor | No son tensoactivos
tensoactiva penetracion
loxicidad Baja toxicidad Altamente toxicos Fuertemente irTitante para la
Tolerancia en ef aire piel v ojos y vias
Cloro 1 ppm. respiratorias
Yodo 0.1 ppm.
‘orrosion Moderada accion Altamente corrosivo Corrosivo en elementos
corrosiva metalicos
stabilidad Estables Sufre oxido - reduccién Estable por pocos dias
porel afre y la Iuz.
fecto residual Maoderado Sin efecto Bajo efecto
ontaminacién Biodegradable Los contaminantes acthan | Altera propiedades
como acidificantes de organolépticas
aguas y suelos
ecto No desodorante No desodorante No desodorante

sodorante

t2




. CARACTERISTICAS DE LOS MICROORGANISMOS UTILIZADOS EN LA
IETODOLOGIA (Morfoldgicas, Pategenicidad e Identificacién).

4.1 Staphylococcus.

os estafilococos son Gram (+), esféricos, no moviles, no esporulados, aparecen
dividualmente, en pares en cuatro v en forma de racimos de uvas. Son aerobios y

naerobios facultativos. Los coagulasa - positivos producen una gran variedad de toxinas
en general son potencialmente patogénicos.

taphvlococcus aureus.

‘aracteristicas de cultiva.

a temperatura optima para estas especies es de 37°C, pero su crecimiento se puede
»servar desde 10°C a45°C.

1s colonias en agar TSA 6 AME son de 1.0 a 2.0 mm de didmetro, color amarlio

rado, circulares con consistencia parecida a la mantequilla. Las colonias jovenes no
gsentan color, pero las maduras oscilan entre el naranja y el blanco.

s medios de aislamiento primario son agar sangre y caldo de ttoglicolato incubados a

°C en atmésferas de 3-5% de COs; las colonias en agar sangre normalmente presentan
a hemolisis y en los cultivos de caldo son turbios.

irfologia.

trens son esferas gram positivas que caracteristicamente aparecen como racimos de

s pero también aparecen sueltos, por parejas y ocasionalmente en cadenas de tres o
10 que son morfoldgicamente dificiles de distinguir de los estreptococos.

itificacion.

5 especies son normalmente coagulasa - positivos, fermentan de manera anaerébica

anitol y la glucosa, son DNA - asa positivos y capaces de crecer en un medio de
1o de Sodio al 6.53%.




Tabla 1. Reacciones metabolicas y enziméticas:

Caracteristicas S, aureus Caracteristicas S. qureus

Reaccion de Gram + Rafinosa -

Crecimiento anaerob. + Xylosa -

VP + Manosa -+

Oxidasa - - Trehalosa +

Coagulasa + Fosfatasa +

Ferm. de azicares: Nitrato +
Lactosa + Arginina +
Maltosa + | Urea d
Manitol + Proteasa +
Celobiosa - Novobiocina s
Fructosa +

+ = Reaccion positiva (35-100%%) d = Varizbie (16-34% )

- = Reaccién pegativa {0-15%) s = Sensibie

Patogenicidad.

Formas clinicas de infeccion estafilococica depende del tamafio de la dosis, ruta de
Invasion, presencia o ausencia de anticuerpos de anteriores infecciones, susceptibilidad
al huésped. Las infecciones mas comunes causadas por . aureus incluyen erupciones,
cistitis e impétigo. Complicaciones mas severas pueden ser septicemia, endocarditis,
meningitis, absceso cerebral, sepsis puerperal, trombosis de los senos cavernoso y
orbital, osteomielitis y neumonia. Complicaciones secundarias seguidas de infecciones
pulmonares primarias son empiema, absceso pulmonar y bronquiectaseas. enteritis
estafilocdcica puede complicar 1a terapia por antibidticos.

Toxinas y resistencia.

gunas clases de S. aureus producen varias exotoxinas, y una poderosa exotoxina que
5 causante del envenenamiento de la comida. Un gran porcentaje de las cepas aisladas
1 hospitales son resistentes a la pemicilina. Algunas pueden producir penicilinasa, la
12 inactiva a la penicilina.
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4.2 Bacillus.

Bacillus subtilis.

Caracteristicas del cultive

Las colonias en medio de agar como AME (agar métodos estandar) TSA (agar soya
tripticaseina) son redondas o irregulares; tienen la superficie palida o mate, blancas; pero
les ocurre una serie de cambios, va que empiezan a opacarse, pueden arrugarse y pueden
cambiar de color a un crema o café.

Morfologia.

Estas especies son comunes como contaminantes de laboratorio. Son bacterias Gram (+)
que miden de 2.0 a 8.0 micras de largo por 0.7 a 0.8 de grueso, no presentan capsula, y
pueden estar de manera individual o en pequefias cadenas. Las esporas son elipsoidales o
cilindricas, localizadas al centro o a la periferia. La germinacion de esporas es
ecuatorial.

-

Identificacidn.

Tabla 1. Reacciones metabélicas y enzimaticas:

iCaracteristicas B. subtilis Caracterisiicas B. subfilis
Reaccion de Gram + Rafinosa +
IrCéluIas en cadena d Salicina +

Motilidad + Xylosa d B

Posicion de espora Vv ONPG +

Crecimiento a 50°C + Cifrato +

Crec. en 10% NaCl d Urea -

_rec. anaerobico - Indol -

“erm. de azncares: vP +
Glucosa + Red. De Nitrato +
Celobiosa + Hidrol. de caseina + |
Galactosa d Hidrol. de hipuraio d !
Manosa + Hidrol. de almidon +
Melibiosa d Oxidasa -
= Reacordn posttrea (835-100%) d = Vanaoble (16-84% 3
* Reaccidn negativa (0~15%) V = Fspora central/subtermnal

togenicidad,

n considerados no patogénicos




4.3 Enterobacter

Caracterisficas del caltivo

Las especies del género Enterobacter son aerobias pero anaerobias facultativas. La
temperatura optima es 37 grados centigrados. Las colonias son gmesas blancas,
himedas, suaves y enteras. El caldo de cultivo es turgente; se presenta pelicula, y la
sedimentacion es abundame.
\

Enterobacter cloacae, E. aerogenes y E. hafniae utilizan citrato como fuente Gmica de
carbon, dan una reaccidén Voges - Proskauer positiva, ornitina descarboxilato, y son
negativas para indol v rojo de metilo. E. agglomerans (Erwuinia) fallan la
descarboxilacién de ornitina y da respuestas variables en ofras prucbas. Argimna
dihidrélasa es positiva inicamente con E. cloacae. La lisina descarboxilasa es negativa
con E. clpacae y E. agglomerans v positiva para E. aerogenes y E. hafnige. Miembros
del genero fermentan una vartedad de azicares incluyendo lactosa, con la produccion de

acido y gas.

Morfologia

Las especies del género Enterobacter se agrupan en barras Gram (-) de 0.5 a 0.8 micras
de ancho por 10 a 2.0 micras de largo, agrupindose individualmente. Son
frecuentemente encapswadas y usualmente moviles.




Identificacion

'Tabla 1. Reacciones metabolicas y enziméticas:

ICaracferisticas

E. cloacae

Motilidad

d

Pigmento amarillo

Pigmento rojo

Crec. Mc Conkey

Citrato de Simmons’

Citrato Chistensen’s

Urea

=N N e o

Ferm. de azicares:

Adonitol

Arabimnosa

Celobiosa

+1+ (e

Dulcitol

Glicero!

el

Tnositol

Lactosa

Maitosa

Manitol

Rafinosa

Ramnosa

Salicina

Hld e+ el

= Reacsidn positiva (85+100%)
= Reaccién negativa (0-15%)

= Vanable (16-84% )

ttogenicidad

Caracteristicas E. cloacae
Trehalosa +
Xylosa +
Sobitol +
Sucrosa +

Almidén -

ONPG +

S desde TSI -

Gluconato +

Malonato +

Fenilalanina -

Arginina +

Hidrol. de gelaiina d

Hidrol. de caseina -

Lisina -

Omitina +

Reduccion Selemito +

Prodoccidén DNasa -

Gas en glucosa +

Indol -

RM (37°Ca / RTh) d/-

| VP (37°Ca/RTb) d/d

RT = Temp. (18-22°C)
a = Incubacion 2dias
b = Incubacidn f3dias

s especies del género Enterobacter son cominmente encontradas en el fracto
strointestinal humano. Pueden estar implicadas en infecciones del tracto urinario,
sticemias y algunas ofras infecciones clinicas.
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4.4 Escherichin.

Escherichia coli

Caracteristicas del cultivo

E. coli es aerobio y anaerobio facultativo. La temperatura 6ptima es enire 30 y 37 grados
 centigrados pero crece con frecuencia entre 10 y 45 grados centigrados. Las colonias en
|agar primario como TSA y AME son usualmente grises pero a veces blanco
-amarillentas de forma circular v borde entero, consistencia cremosa; formas atipicas
 aparecen frecuentemente. Los caldos de cultivo son turgentes con un pesado sedimento
‘gris y sin pelicula. Algunas especies son potencialmente mucoides. Las colonias en
'Agar endo son circulares y suaves, con una coloracion azul rojiza que resulta de ia
fermentacion 4cida de lactosa; el acido difunde en ef medio circulante y causa un cambio
de color que es detectado por la fucsina (indicador del pH). Las colonias en agar EMB

son megruzcas, de consistencia suave, y de forma circular, con una pelicula verde
metalica, elevacion convexa.

E. coli fermenta la mayoria de los carbohidratos con produccidn de acido y gas, fambién
produce indol, no liciia gelatina, es incapaz de utilizar citrato para su crecimiento, y no
oroduce sulfato de hidrogeno en medio de TSI, Es oxidasa y ureasa negativo, produce
ma reaccién Voges - Proskauer negativa, y una reaccidn positiva de rojo de metilo.

viorfologia

% coli se encuentra como barras, generalmente de 0.5 por 1 a 3 micras, pero varia de
wmas cocoides a barras largas, agrupandose individualmente, en pargjas, o en cadenas

ortas. Pueden ser moviles 0 no moviles, son usualmente no encapsuladas, no forman
spora. E. coli se tifie como Gram (-).

ey




dentificacion

Tabla 1. Reacciones metabdlicas y enziméticas:

y

Caracteristicas E. coli Caracteristicas E. coli
Motilidad d Trehalosa +
Figmento amarillo - Kylosa +
Pigmento rojo - Sobitol +
Crec. Mc Conkey + Sucrosa d
Citrato de Simmons’ - Almidén -
Citrato Chistensen’s ONPG d
Urea - H,S desde TSI -
erm. de azdcares: Gluconato -
Adonitol - Malonato -
binosa + Fenilalanina -
Celobiosa - Arginina
Dhulcitol d Hidrol. de gelatina | -
Glicerol + Hidrol. de caseina | -
Inositol - Lisina d
Lactosa d Omitina d
Maltosa + Reduccién Selenito d
Manitol + Produccion DNasa -
Rafinosa d Gas en glucosa d
Ramnosa + Indole +
Salicina d RM (37°Ca/RTb) +/+
VP (37°Ca/RTb) -/~
= Reaccibn positiva (85-100%) RT = Temp (18-22°C)
= Reatcién negativa (8-15% ) a = Incubacion 2dias
= Varisble (16-84% ) b = Incubacion (Sdias
atogenicidad
| género de Escherichiae es normal en ¢l tracto intestinal humano; la mas importante
: este pénero, es E. cofi, la cual ha sido asociada con infecciones esporadicas de
ganos internos, en infantes diarrea epidémica, y esporadicamente “en verano” diarrea
nifios mayores. Los bacilos que se encuentran alojados en el colon son las mas
cuentes causas de cistitis, pielitis y pielonefritis y frecuentemente causan apendicitis y
itonitis. También se les ha asociado con sepsis puerperal e infecciones de vesicula
‘ar, ductos biliares, higado, senos, bronquios v pulmenes. Meningitis, septicemia, y
locarditis se han reportado.
unos serotipos han sido responsables por diarreas epidémicas. Algunas especies
ducen una enterotoxina como la del colera tabil al cator.

R



4.5 Pseudomonas.

4.5.1 Pseudomonas geruginosa

Caracteristicas del Cultivo.

La Pseudomanas aeruginosa es un bacilo gram negativo aerobio que se mueve por
medio de flagelos polares; no crece en condiciones de anaerobios {excepto cuando se
proporciona nitrato como aceptor terminal de neufrones). La temperatura Optima de
crecimiento es de 37°C, pero un crecimiento bueno puede observarse a 42°C. Las
colonias en agar TSA 6 AME son grandes, forma circular, elevacion convexa, borde
entero, son de color grises -~ verdes con un centro obscuro y translicido conm orillag
irregulares. Comtinmente las especies producen un pigmento azul - verde que se difande
i en el medio. Con un olor caracteristico a jugo de uva. Los cultivos en caldo presentan
E un pigmento de color amarillo - verde a azul, después se vuelven cafés.

Las lesiones patoldgicas pueden mostrar un exudado azml - verde. Las especies no
fermentan aziicares comunes, pero si oxidan la glucosa y dan una fuerte reaccion
positiva a la oxidasa.

Morfologia.

la P. geruginosa presenta forma de bacilos individuales de 0.5 a 0.6 por 1.5 micras, en
yares o en cadenas cortas. La especie tiene una alta motilidad ya que tienen de uno a fres
lagelos polares, Se tifie de Gram (-).




Identificacién

Tabla 1. Reacciones metabdlicas y enzimaticas:

Caracteristicas

| P. aeruginosa

otilidad

-+

Pigmento amarillo

Pigmento anaranjado

Pigmento verde

Pigmento café

e =N ]

Pigmento violeta

Crecimiento a 37°C

Crec, a 20-22°C

Crec. Mc Conkey

b

Citraio de Simmons

pitrato Chistensen’s

Urea

Acido: 10% glucosa

E()% lactosa

Oxidasa

[Caracteristicas

P. aeruginosa ]

Trehalosa

Sobitol

Maltosa

Manitol

Rafinosa

Ramnosa

Salicina

Sucrosa

Hidrol. de almidén

Crec. Con cetrimida

4|

ONPG

Crec. en PHBA

Gluconato

Malonato

+ien i+

/F oxidativo

+ [+ et e

Fenilalanina

/F alkalino

Arginina

Red. Nitrato-mitrito

+

“erm. de aziicares:

Adonitol

Arabinosa

Celobiosa

Duleitol

(Glicerol

Inositol

Lactosa

= Reacerin positiva (85-100%)
= Rencodn negativa (0-15% )

Hidrol. de esculina

Hidrol. de caseina

e+

Lisina

Ormitina

'

Reduccion Selenito

Produccion DRasa

=R a

Gas en glucosa

Indol

Crec. A5°C

Crec. A 42°C

d = Vanable (16-84% )
PHBA = Poh - ndroxabutinato

itegenicidad.

Pseudomonas aeruginosa es un agente etiolégico comin de infecciones en el tracto
nario, ojos, oido medio, intestinal (causa enteritis), ulceracion cronica de la piel,
:cciones en pulmones, valvulas del corazdn, cerebro, sangre (bactericmia), y
nnges {meningitis séptica). Ademas las infecciones por contaminacion en heridas o
maduras son comunes por la presencia de este tipo de microorganismo.




4.5.1 Burkholderia cepacia

La B. cepacia era conocida anteriormente como Pseudomonas cepacia. Es una
bacteria 6 un germen que vive en lugares himedos 6 mojados.

Caracteristicas del Cultivo.

La B. cepacia es un bacilo gram negativo aetobio, no crece en condiciones de
anaerobios. La temperatura optima de crecimiento es de 37°C. Las colonias en agar TSA
6 AME son grandes, forma circular, elevacién convexa, borde entero, son de color
crema grisaceo. Comunmente las especies producen un pigmento azul - verde que se
difunde en el medio. Con un olor caracteristico a jugo de uva. Los cultivos en caldo
presentan un pigmento de color amarillo - verde a azul, después se vuelven cafés.

Las especies no fermentan azucares comunes, pero si oxidan la glucosa y dan una fuerte
reaccién positiva a la oxidasa.

Morfolegia.

La B. cepacia presenta la forma de bacilos de 0.5 a 0.6 por 1.5 micras, en pares o en
cadenas cortas. Se tifie de Gram (-).

Patogenicidad.
La Burkholderia cepacia es un patdgeno  oportunista en pacie’ntes
inmunocomprometidos especificamente en pacientes con fibrosis enquistada (FC) 6 en

snfermedades cronica granulomatosas y se encuentra asociada a dafio pulmonar.

.a B. cepacia tiende a ser virulenta y resistente a la mayoria de los antibidticos.




I, PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

A pesar de que los productos det drea de fabricacion de liquidos (jarabes, emulsiones
v suspensiones) son sometidos a pruebas de reto microbiano, algunos lotes fabricados
se han tenido que destruir por presentar cuenta microbiana fuera de especificaciones
conteniendo microorganismos contaminantes que no estin incluidos en la prueba
antes mencionada y que no estdn considerados como objetables, pero al encontrar un
medio propicio para su crecimiento dan como resultado un producto con cuenta
microbiana fuera de especificacién.

Una probable fuente de contaminacion en dichos lotes, podria ser que al final del
proceso de fabricacion y llenado del producto, los residuos acumulados dentro de los
equipos y tuberias de llenado contengan microorganismos contaminantes que no
estén siendo ebiminados por los métodos de limpicza y sanitizaciéon usados,
provocando una contaminacidn microbiana de lote a lote o cruzada.

Zn base a lo antertor, se tiene la necesidad de evaluar los métodos microbiologicos
[ue verifican la limpieza y sanitizacion utilizados durante el proceso de fabricacion y
lenado; asi como la evaluacidn de la efectividad de los agentes desinfectantes
mpleados ¢n la limpieza y sanitizacion, proponiendo un ciclo de sanitizacion para et
rea de fabricacion de liquidos que logre hasta eliminar la carga microbiana mas
zsistente a los sanitizantes.




1II. OBJETIVOS.

1. Evaluacion de los procedimientos de limpieza y sanitizacién actuales en el
area de liquidos, en base a wn andlisis retrospectivo de los resultados de pruebas
microbiclégicas realizadas en los equipos.

2. Comprobar la efectividad sanitizante de los germicidas y evaluar él % de
recobro de microorganismos, mediante un muestreo microbioldgico con hisopo con
punta de algodén.

3. Préponer un programa de rotacion de sanitizantes para el drea de
fabricacion de liquidos; mediante un estudio microbiologico in vitro que compruebe
la eficacia y cumplimiento de las especificaciones establecidas con este fin.




", HIPOTESIS.

; acuerdo al anilisis de los datos recopilados de Ia evaluacion microbiologica del
oducto, de la limpieza y samitizacién de tuberias y tanques; asi como del
mplimiento de los procedimientos, soporiados con la verificacién de las técnicas
crobiologicas tanto la efectividad de los sanitizantes (técnica AOAC e In vitro),
verificacion del recobro microbiano con hisopo de punta de algodén. Se podra
tlizar una medida preventiva a una probable causa de contaminacién a los productos
| area de liquidos no estériles con la implementacion de un ciclo de sanitizantes con
cuimiento prospectivo que asegure la erradicacion de la contaminacion no deseable
svitando alguna aiteracion o afeccion posterior a dichos productos.

I




METODOLOGIA GENERAL.

DIAGRAMA DE FLUIJO.

Revision bibliografica, lectura de los PNQO's y evaluacion visual de los
procedimientos de limpieza y sanitizacion

Recopilacién tetrospectiva de los analisis microbiologicos realizados en
producto, tanques y agua de tuberias. Ver anexos L IL, IV.

Evaluacion de la efectividad de los sanitizantes (técnica OAAC). Ver anexos
VyVL

|

Verificacion del método microbiolégico del recobro de microorganismos.
Ver anexos Il y IV,

|

Evaluacion In - vitro de los sanitizantes. Ver anexo I, IV y VL.

Resultados.
Discusion de los resultados.
Conclusion

Propuesta del ciclo de sanibizantes con seguimiento retrospectivo.
Recomendaciones
Anexos
Bibliografia




VI. DESARROLLO EXPERIMENTAL

i.

1.1 Material

* Bata, cofia y tapabocas.

*  Matraz aforado de 100ml.

*  Tubos de ensaye de 16x150 y 13x100 con tapon de rosca.
*  Matraz Edenmeyer de 125ml, 250ml, 500mi y 1000ml.

*  Pipetas graduadas de 1mi, 2m], 5ml y 10ml.

*  Probeta graduada de 50ml, 100ml, 250ml y 1000ml.

*  Vaso de precipitados de 100ml, 250ml, 1000ml y 2000mi.
¥ Agitador de vidrio y magnético.

*  Espatula.

*  Asa bacterioldgica.

Hisopos de algodon estériles.
Vaso de acero indxidable.
Cajas petri.

2__Equipo.

> Balanza granafaria y analitica.
Potenciometro.
Placa de agitacién y calentamiento.
Mechero bunsen.
Auioclave.
Incubadora de 37-35°C.

} _Soluciones.

Solucién buffer de fosfatos stock a pH 7.2+ 0.2

Solucion buffer de fosfatos dilvidaapH 72 £0.2

Solucién neutralizador (28% -»> 280ml de tween 80 + 1.25ml de solucion buffer
sk/10)

Hipoclorito de sodio (2%)

Alcohol bencilico (2%)

Digxido de cloro (1%)

al cuaternaria de amonio — Active Cloruro de alquil dimetil,bencil amonio(745ppr)

Cloruro de benzalcono 0.1%.
Reactivos para tincidn de Gram,




1.4 _Cepas, 1.5 Medios De Cultivo.

ATCC
o Staphvlococcus aureys 6538 + Caldo nutnifivo.
»  Bacillus subtilis 6633 % Agar Métodos Estandar (AME).
» Lnterobacter cloacae 13047 2 Agar Soya Tripticasefna (AST).
s  Escherichiaq coli 10536
» Pseudomonas geruginosg 35032
» Burkholderia cepacia 25416




2. Metodologia.

2.1 Prueba A: Método de efectividad del sanitizante,

2.1.1 Enrequecimiente de cepas.

ICepas_ LEcoli  ATCC 10536 S aureus ATCC 6538

PROCEDIMIENTO.

1. Sanitice el area de trabajo con ¢l desinfectante en turno.

2. Encienda el mechero bunsen.

3. Tome una asada abundante de 1a cepa en uso de E. coli y transfierala a un tubo de

ensaye de 13x100 que contenga 5mi de caldo nutritivo estéril.
t. Incube a 35-37°C / 24 hrs.

. Repita los pasos anteriores para S. aureus
L2 Diluciones de cada cepa.

-pas. E coli ATCC 10536 S. aurens ATCC 6538

ROCEDIMIENTO.
Tome 1ml de la suspension enriquecida de E. cofi y transferirla a un tubo de ensaye  §
con 9ml de solucion buffer de fosfatos a pH 7.2 £0.2.
Del tubo anterior tome Iml y piselo a otro tubo de ensaye con 9ml de solucidn
Buffer, repetir asi sucesivamente hasta obtener una ditucion de 1X107.
Realice la cuenta microbiana a partir de la dilucién 1X10™- 1X107, por vaciado en
placa y por triplicado.
» Transfiera iml de la dilucion 1X10™ a una caja peiri por triplicado.
e Adicione a cada caja 15-20ml de AME e incubar a 35-37°C/24-48hrs.
¢ Transcurrida la incubacion cuente el nimero de UFC/m] de cada caja y sacar
promedio.
e Repita lo anterior para cada dilucion.
epita los pasos anteriores para S. gureus.




2.1.3 Prueba de Efectividad del Sanifizante.

I.

Seleccione el tubo con la ditucién entre 75-125X10° UFC./ml.

2. Por duplicado, mida 99ml de cada una de las soluciones sanitizantes a la

N

concentracion de uso en un matraz de 125ml .

. También prepare por duplicado, 99ml de solucién buffer de fosfatos estérl en

matraces de 125ml.
A cada matraz adicione 1ml de la suspension de microorganismos (E, coli v S, aureus).

. Mezcle y manténgaltos durante 30 seg.

. MUESTRA DEL SANITIZANTE.
* Tome Imi de la mezcla antenor y transfiéralo a un tubo con 9ml de solucién
del neutralizador, a ambos matraces de muestea.
¢ Apgite y transfiera cuatro alicuotas de Tml vy coatro de 0.1ml a cajas petri
estériles.
. CONTROL (+).
e Transfiera Il de la mezcla inicial a un matraz con 99ml de solucion buffer
fosfatos esteril (dilucién 1); agitar.

e Tome Iml de Ia dilucion 1 y transfieralo a un tubo de ensayo con 9ml de
solucion buffer y agitar, (dilucion 2).
¢ De la dilucién 2 transfiera 1ml 2 otro tubo de ensayo con 9ml de buffer de
fosfatos, agitar (dilucién 3).
* Tome de la ditucion 3, cuatro alicuotas de 1ml y cuatro de 0.1ml a cajas petri
estériles.
CONTROLES (-).
Neutralizador : Transfiera 1mi de neutralizador estéril a una caja pefri.
Solucidn buffer : Transfiera 1ml de solucion buffer a una caja petri.
A cada una de las cajas adicione de 15 a 20ml de AME previamente enfriado a 45-
50°C, homogenice y deje solidificar.
(para los controles 251 neutralizador / 1M, de AME).
Incube a 35-37°C/48 hrs.
Cuente las UFC/ml de cada caja, sacar promedio y calcular el % de reduccion.
Limite: 99.999% / 30seg.
Identifique a £. coliy S gureus por observacion microscopica.
Sanitizantes:
o Alcohol bencilico / etanol 2%.
» Hipoclorito de sodio 2%. it
e Sal cuatermnaria de amonio  (Active: Cloruro de alquil dimetil, bencil
amonio).
e Didxido de cloro 1%.




.2 Prueba B: Métedo de verificacién de la confiabilidad del recobro microbiane.
2.1

Enrequecimiento de cepas,

epas. Pseudomonas ageruginosa, ATCC 35032
Enterobacter cloacae. ATCC 13047
Bacillus subtillis. ATCC 6633

ROCEDIMIENTO.

. Sanitice el 4rea de trabajo con el desinfectante en turno.
7. Encienda el mechero bunsen.

Tome una asada abundante de la cepa en uso de E. cloacae y transferiria a un tubo de

ensaye de 13x100 que contenga Smi de caldo nufritivo estéril.
'. Incube a 35-37°C / 24 hys.

0.Repita los pasos anteriores para las demas cepas.

2.2 Diluciones de cada cepa,

epas. Pseudomonas  aeruginosa, ATCC 35032
Enierobacter cloacae. ATCC 13047
Baciilus subtillis. ATCC 6633
ROCEDIMIENTO.

Tome 1ml de la suspension enriquecida de E. cloacae y transferirla a un tubo de
ensaye con 9ml de solucion buffer de fosfatos apH 7.2 £ 0.2.

Del tubo anterior tome 1ml y padselo a otro tubo de ensaye con 9ml de solucion
buffer, repetir asi sucesivamente hasta obtener una dilucion de 1X10®

Realice la cuenta microbiana a partir de la ditucién 1X107%- 1X107%, por vaciado en
placa y triphicado.

e  Transfiera 1mi de la dilucién 1X10™* a una caja petri por triplicado.

Adicione a cada caja 15-20ml de AME e incubar a 35-37°C/24-48hrs.

Transcurrida la incubacion cuente las UFC/ml de cada caja v calcule el
promedio.

Repita lo anterior para cada dilucion.
.epita los pasos anteriores para el resto de los microorganismos a prucha,

L J
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2.2.3 Prueba de recobro microbianoe,

Sanitice el area de trabajo con alcohal 70%.
. En un vaso de acero inoxidable distribuya 0.1ml de una suspension de E. cloacqe

a una concentracion de 1000UFC/ml.

Deje en contacto a temperatura ambiente durante 15minutos.

4. Transcurndo el tiempo, realice el muestreo de limpieza:

1.

2

3.
L
.
o1
Iv.

Tome un hisopo de algodén estéril e mtrodizcalo en un tubo de
ensaye que contenga solucion buffer de fosfatos pH 7.0 £ 0.2,
Retire el hisopo de la solucién buffer de fosfatos, elimin4ndo el
exceso de la solucién oprimiéndolo contra las paredes del tubo
de ensaye, y tape el tubo.

Con la punta htimeda del hisopo, realice un lavado de arrastre
sobre la superficie del vaso de acero inoxidable.

Enjuague el hisopo nuevamente con la selucion buffer de
fosfatos de 3 a 5 veces v deséchelo, asegurandose de que se
haya eliminado el exceso de solucion del hisopo.

5. Analice el contenido del tubo con solucion buffer, mediante el método de vaciado
en placa para obtener la cuenta de UFC/ml:

L

I

110

V.

V.

Tome 1ml del tubo con la solucién buffer y sembralo en una
caja petri estéril. Realicelo por triplicado.

Adiciane de 15 a 20ml de Agar Soya Tripticaseina, previamente
fundido y enfriado a 45°C.

Homogenice la muestra con movimientos rotatorios y deje
solidificar a temperatura ambiente.

Incube durante 24-48hrs / 35-37°C.

Transcurrido el periodo de incubacién, cuente el nimero de
colonias desarrolladas en cada caja v hacer un promedio de los
resultados para reportar el nimero de UFC/ml de muesira.

w51 no se observa crecimiento, reporte como < 10 UFC/ml
= El testigo: colque 1mi de diluyente o solucién estéril y proceda como la

muestra.

6. Repita los pasos del 2 al 5 para los siguientes microorganismos:

a) Pseudomonas aeruemosa. ATCC 35032

b) EBnierobacter cloacae. ATCC 13047

¢y Bacillus  subtills, ATCC 6633




e e

.3 _Evaluacion in - vitro de los sanitizantes.

3.1 Enrequecimiento de cepas.

Cepas. Burkholderia cepacia ATCC 25416
Enterobacter cloacae ATCC 13047
Pseudomonas aeruginosa. ATCC 35032

ROCEDIMIENTOQ.

1. Sanitice el drea de trabajo con el desinfectante en turno.

2. Encienda el mechero bunsen.

3. Toine una asada abundante de la cepa en uso de P. geruginosa y transferirla 2 un
tubo de ensaye de 13x100 que contenga 5ml de caldo nutritivo estéril.

4. Incube a 35-37°C / 24 hrs.

3.2 Diluciones de cada cepa.

Cepas. Burkholderia  cepacia ATCC 25416
Enterobacter cloacae ATCC 13047
Pseudomonas aeruginosa. ATCC 35032

YOCEDIMIENTOQ.

1. Tome 1ml de la suspension enriquecida de P. aeruginosa y transferirla a un tubo
de ensaye con 9m! de solucion buffer de fosfatos apH 7.2 £0.2.
2. Del tubo anterior tome 1ml y péselo a otro tubo de ensaye con 9ml de solucién
Buffer, repetir asi sucesivamente hasta obtener una dilucion de 1X10°.
3. Realice la cuenta microbiana a partir de la dilucion 1X10™- 1X10°%, por vaciado
en placa y triplicado.
1. Transfiera Imi de Ia dil. 1X10™ a una caja petri por triplicado.
I Adicione a cada caja 15-20ml de AME e incubar a 35-37°C/24-48hrs.
III.  Transcurrida la incubacién cuente las UFC/ml de cada caja y scalcule el
promedio.
IV. Repita lo anterior para cada dilucion.

.3 Prueba. ipn - vitro de los sanitizantes

1. Sanitice el rea de trabajo con alcohol 70%.

2. En un vaso de acero inoxidable distribuya 0.lm! de una suspension de P,
aerugingsg a una concentracion > a 1000UFC/ml.

3. Deje en contacto a temperatura ambicnte durante 1 5minutos.
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4. Una vez trascurrido el tiempo, adicione 5ml de solucion desinfectante y deje
Teposar por 10 a 15 minutos.

5. Tome 1ml del sanitizante y transfieralo a un tubo de ensayo con 9ml de solucién
neutralizante y agite (muestra para evaluar la accion del sanitizante).

6. Posteriormente enjuagne con 5ml de agna estéril, y siembre todo el volumen en
una caja de petri estéril; dejando secar a temperatura ambiente el vaso de acero
inéxidable por 3 minutos.

7. Realice el muestreo de limpieza:

L Tome un hisopo de algodén estéril e introdizcalo en un tubo de
ensaye que contenga solucion buffer de fosfatos pH 7.0 £ 0.2.

H.  Retire el hisopo de la solucioén buffer de fosfatos, eliminando el
exceso de la solucion oprimiéndolo contra las paredes del tubo
de ensaye, y tape el tubo.

HI.  Con la punta humeda del hisopo, realice un lavado de arrastre
sobre la superficie del vaso de acero inoxidable.

IV. Enjuague el hisopo nuevamente con la solucién buffer de
fosfatos de 3 a 5 veces v deséchelo, asegurandose de que se
haya eliminado el exceso de solucién del hisopo.

8. Analice el contenido del tubo con la solucion del neutralizador y la solucion
buffer de la limpieza, mediante el método de vaciado en placa para obtener la
cuenta de UFC/ml:

L Tome 1ml del tubo con la solucién buffer y siembrelo en una
caja petri estéril. Realice por triplicado.

. Adicione de 15 a 20ml de Agar Sova Tripticaseina, previamente
fundido y enfriado a 45°C.

JII.  Homogenice la muestra con movimientos rotatorios y deje
solidificar a temperatura ambiente.

IV.  Incube durante 24-48hrs / 35-37°C.

V.  Transcurrido el periodo de incubacidon, cuente el nimero de
colonias desarrolladas en cada caja y célcular un promedio de
los resultados para reportar ¢l mimero de UFC/ml de muestra.

9. Repita a partir del paso 2, para Enterobacter cloacaey B. cepacia .

w51 no se observa crecimiento, reporte como < 10 UFC/ml
m- EJ testigo: coloque 1ml de diluyente o solucién estéril y proceda como
la muestra.
Sanitizantes:
e Alcohol bencilico / ctanol 2%
e lHipoclorito de sodio 2%
» Sal cuaternaria de amomo (Cloruro de benzalconio 0.1%).
o Didxido de cloro 1%

.
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[1. RESULTADO.

A continyacion se muestra en las siguientes tablas los datos recopilados
retrospectivamente del analisis microbiologico realizados en:

A. Producto (granel y terminado) del drea de liquidos no estériles.

{(Ver anexo I).
mite de referencia: < 10 UFC / mi (no patdgenos).

bacterias M hoagos P Pseudomonas aeruginosa
NEA DE FORMA PERIODO DE N° B H P
LENADOQ | FARMACEUTICA | RECOPILACION | LOTES
nea 1 Emulsion 18/01/98 — 30/12/98 | 56 <10 0 -
3 <10 0 +
10 > 10- 50 0 -
2 40 - 62 0 +
1 140 0 -
11 103 960 ) +
6 1440-5200 | 0 +
2 13760-13260 | 0 -
5 10040-33340 | 0 +
1 1350 0 +
04/01/00 — 30/06/00 | 369 <10
3 15 -35
B. cepacia
EA DE { FORMA PERIODO DE N B H P
INADO | FARMACEUTICA | RECOPILACION | LOTES
22 Jarabe 18/01/98 — 30/12/98 | 51 <10 0 -
Antitusivo 19 15 - 90 0 -
3 20 - 80 5 -
2 40 - 50 10 -
1 200 0 -
04/01/00 — 30/06/00 | 23 <0 0 -
19 >10-30 [0 .
- 14 105-614_ [0 . ]
Suspension 18/01/98 — 30/12/98 | 55 <10 0 -
Antiinflamatoria 1 <10 5 -
5 =10-100 {0 -
38 >10-95 !5 -
22 115-657 QG- ]
B ! N#A,{Q_é_z_d N E

0




LINEA DF. FORMA PERIODO DE Ne B H
LLENADQ | FARMACEUTICA { RECOPILACION | LOTES
_inea 2 04/01/00 —30/06/00 | 80 <10 0
1 <10 5
13 »10-40 {0
Suspension 18/01/98 — 30/12/98 1 32 <10 0
Antidiarreica 1 <10 5
5 >10-20 |0
04/01/00 -- 30/06/00 | 39 <10 0
Solucion 18/01/98 —30/12/98 [ 15 <10 Q0
Analgésica 11 =10-100 10O
10 105-680 [0
2 680y 870 | 10
04/01/00 — 30/06/00 | 76 <10 Q
g =210-100 0
17 110-50¢ [0
INEA DE FORMA PERIODO DE Ne B H
LENADO | FARMACEUTICA | RECOPILACION | LOTES
nea 3 Solucién 18/01/98 — 30/12/98 | 22 <10 0
Hipotensiva 04/01/00 -- 30/06/00 | 40 <i0 0
Suspension 18/01/98 - 30/12/98 | 78 <10 0
[ Antihelmitica 7 >10-85 |0
04/01/00 -- 30/06/00 | 117 <10 0
4 >10-65 10
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B.

Agua de la sanitizacion de tuberias de Henado. (Ver anexo IV).

Limite de referencia : < 100 UFC / ml

S
—

B: bacterias H: hongos
LINEA DE [ FORMA PERIODO  DE[ N°LOTES | RESULTADO
LLENADO | FARMACEUTICA RECOPILACION (UFC/ml)
Lines 1 Emulsion 12/01/99 - 28/12/99 |88 <10
1 10
10/01/00 - 28/06/00 | 48 <10
LINEA DE {FORMA PERIODO  DE| N°LOTES | RESULTADO
LLENADO | FARMACEUTICA RECOPILACION (UFC/ml)
Linea 2 Jarabe antitusivo 13/01/99 - 28/12/99 {33 <10
7 >10-35
| 04/01/00 — 02/03/00_ | 8 <10
Suspensién 19/01/99 ~ 16/i2/9% |13 <10 ﬂ
Antiinflamatora 2 >10-15
13/01/00 — 29/06/00 | 6 <10
Suspension anfidiarreica | 09/02/99 — 03/11/99 [ 9 ~I<10
1 06/01/00 —29/05/00 | 8 <10
Solucién analgésica 22/07/99 — 02/12/99 | 4 <10 ]
1 28
18/01/00 - 15/05/00 |9 <10
Gotas analgésicas 02/08/95 - 09/11/99 | 2 <10
| 1 19
[ 03/02/00 ~ 17/06/00” | 4 <10
VEA DE [FORMA PERIODO DE | N°LOTES | RESULTADO
ENADO | FARMACEUTICA RECOPILACION (UFC/ml)
a3 Solucion hipotensiva 19/01/99 — 15/11/99 | 8 <10
i 20
18/01/00 - 28/06/00 | 6 <10
18
Suspension antihelmitica | 22/02/99 — 13/12/99 | 14 <10
1 11/01/00 - 22/06/00 | 15 <19
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C. Enla verificacion de la limpieza y sanifizacién de equipos.
(Ver anexo II).
Limite de referencia: < 80UFC / 50cm’
B: bacterias H: hongos

AREADE | EQUIPO | CLAVE | PERIODO DE N° T B(UEC/ | H(UEC/
FABRICACION RECOPILACION | LOTES | 50cm’®) | S0cm®)
Linea 1 Tanque Li-186 | 11/05/99 i 10 0

1.1-187 1 10 0
L1223 [ 20/07/99-15/11/99 | 8 <10 o
7 210-30 |0
07/04/00— 28/06/00 | 9 <10 0
L1-224 | 08/09/99- 09/11/99 |2 <10 0
7 >10-40 |0
25/04/00~ 29/06/00 | 10 <10 0 ]
L1225 | 02/08/99- 69/11/99 |7 <10 0
1
9 >10-40 |0
M Met |sh 10/08/99- 25/08/99 |2 <10 0
] 60
T 3501ts. | s/n 25/08/99- 22/09/99 : 3 =10-60 |0
1 25/04/00- 29/06/00 | 14 <10 0

AREA DE EQUIPO | CLAVE | PERIODO DE N° [ B(UFC/ | H (UFC/
ABRICACION RECOPILACION | LOTES | 50cm®) | 50cm’)
nea 2 Tanque | L2-226 | 17/05/99-22/12/99 | 12 <10 0

3 >10-15 |0
12227 | 17/05/99-22/12/99 | 18 <10 0
5 <10 1
4 >10-40 [0
1.2-228 17/05/99-~ 22/12/99 i 15 <10 ¢
3 <10 1
i 10 1
43 gz 00
A _ | I
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ARFEA DE EQUIPO ]CLAVE PERIODODE | N° B (UFC/ | H (UFC/
FABRICACION RECOPILACION | LOTES | 50cm®) | 50cm®)
Linea 3 Tanque B | s/n 25/08/99- 14/12/99 | 2 <10 0
4 210-40 [0
M.Met. [sm 02/09/99- 14/12/99 | 2 <10 0
2 210-35 |0
T. 200ks. | J1-195  { 02/09/99- 30/69/99 |2 10 0
T. 350ks. | s/a 30/09/99- 01/12/99 | 3 <10 0
T.500%s. | s/n 14/12/99 1 0 0
Tanque 13330 19/05/99- 15/12/9% | 32 <0 0
16 >10-30 10
23 <10 0
L3-331 | 20/05/99- 15/12/99 | 32 <10 0
2 <10 <2 ]
11 10 0
03/04/00~ 28/06/00 | 18 <10 0
13-332 [ 19/05/99-15/12/99 {31 <10 0
1 <10 2
12 >10-40 10
03/04/00- 28/06/00 | 23 <10 0
|
1 13-333 | 17/05/99- 15/12/99 | 41 <10 0
1 <10 2
4 >10-30 |0
'j' 03/04/00- 28/06/00 | 24 <10 a
BW s/n | 17/05/99- 15/12/99 | 38 <10 0
1 <10 2
! 5 10 0
] 03/04/00- 28/06/00 | 23 <10 0
— I
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2. Resultado de 1a prueba de efectividad del sanitizante.

Se presentan los resultados obtenidos del % de reduccion de los sanitizantes probados
ante Escherichia coli v Staphvlococcus aureus.

Sanitizantes.

A . Alcohol bencilico / etilico 2%.

B : Alcohol bencilico 2%.

C: Hipoclorito 2%.

D : Sal cuaternaria (active: Cloruro de alquil dimetil, bencil amonio al 20%).
E: Diéxido de cloro 1%.

| De acuerdo a la bibliografia para considerar validos los resultados, deberda haber una
reduccion del 99.995% en la cuenta de mimero de microorganismos en 30 segundos.
Ver anexo V.

Staphyvlococcus aureus

SANITIZANTES UFC/ml | % de REDUCCION
A 0 | 100
B 0 [ 100
C T | 99.9999
D 0 ! 100
E 0 | 100
CONTROLES !
(+) 157 9x10° | |
) SB 0 |
N 0 |
Ambiental 0
Concentraciéon de 108.6x10°
inoculo
Control {(+),

SB : Solucion Bulfer pH 7.2 40,2
N . Solucion ncutralizanic




Escherichia coli

SANITIZANTES UFC/ml | % de REDUCCION |
A 0 100
B 65 99.9999
C 0 100
D 0 100
E 0 100
CONTROLES
) 205.9x10° '
(=) SB 0
B N 0
Ambiental 0 f
Concentracion de  214.6x10°
inoculo
Control ¢-)

3B : Solucién Buffer pH 72 +0.2.
N - Solucion neutralizante.




3. Resultado dela verificacion del recobro microbiane

A continmacion se presenéan tablas con el % de ecobro v Ias camcterfsticas noco ¥

microsclpicas, asi, cono Ias procbas bioquinicas ¢ la identificacién de Ias bacterias
(B subiitlis, E. cloacae y Ps. ceruginosd) utilizadss para €l reoobxo microbiano.

El recobro microbiano s¢ efoctin utilizando hisopo con pimka de algedin, bejo las
sigrentes camcferisticas ¢k inoubacion’ 37°C / 24 br. en Agar Métodos Bstindar
(AME) ooy edio de cultivo.

Bacllus subtilis
Nde % e Recobro
1 6.4
2 1148
3 1108
X= 110.6%
C o O‘ «r ]
Tarvaiy LO-1.5mm
Color Beige clao

Tolo : Cclonias & B subfitis obteri s e o
tierohiane 2 37°C2Hhe o AVEL




Identificacién Microsedpica:
Tincion de Gram.

Caracteristica Observacion

Tipo de Gram +

Maorfologia Bacilos

Distribucion Individual v en grupos de cadenas cortas

Identificacion Bioquimi

EHLOAVSTAL Sram-PosHive 1) syswm /GP TEWE T -
tetgmgma gEpn BT100ED be.g. i-X mm

i Sy e e San
I S ) At; - az::&[o £ s.U.H:\..’.x.:w:ﬂ‘OSO-
L g e

VDD 4 0 & 3 &6 5 3

suney st
— A
Sl B-cxl..ua Tubtills

~
L A

Foto + Levtura do 1o proche biogudimies pors In
identificacidn del B, subtilis

‘Bacz'llus subtilis

Feto : Kit de prucha bioguimica del B, subtiis
mediante el sistema BBIL CRYSTAL do
idenfificacién para Grem +




Enterobacter cloacae

N de %o de Recobro

Repeticién

1 81.4
2 77.2
3 79.5
X= 79.3%
Identificacion Macroscdpica:

Caracteristica | Observacién
Tamafio | 0.5-1.0nmm
Color Blanca
Forma Circular
Borde Regolar
Superficie Concava

| Luz ransmitida | Opaca
Luz refiejante Brillosa
| Consistencia Cremosa

Fato ; Colonias de £ eloocae obtanridas dof recobro

necrobiano a 37 C/2%rs o AME.

“n
e




Identificacién Microscopica:

Tincidn de Gram,_
Caracteristiea J Observacién __i
Tipo de Gram -
Morfologia Bacilos
Distribucion Colomas individuales

E 8D 11:

T e

8 .cgmpRaa

mr Al e -
[EEPR T T -
. R o
ma vz AmL

EoEesobeslel
€rfanas

ﬂia

" Foto : Lectura de la prucba bioquinica px
identificacibn det B cloacae

Enrerobacter cloacae

Folo -« Kit de prucha broquinsiea del £ clowce
mediante of sistema BRL CRYSTAL de
identificacton pars Gram -

S



4, Resultado de [a efectividad del sapitizante “in vifro”

Por lttimo se muestran los resultados del % de reduccion de los sanitizantes “In vitro”
en las siguientes tablas, junto con las concentraciones de indculo y la identificactén
macro y microscopicamente del control positivo.

En esta prucba se procuro realizarla bajo las condiciones reales de trabajo tanto en la Il
limpieza y sanitizacion de los tanques, como en el analisis microbioldgico de la muestra,

Ver anexos 3 y 4.

Controles negativos:

UFC
Solucidn neufralizante — 0
Caldo nutritivo - 0
Agua estéril > 0
Agar Soya Tripticaseina > 0

Microorganisme: Burkholderia cepacia

Concentracion de inoculo:

Repeticion I — 1,568,000
2 > 1,402,500
Sanitizante: | Hipoclorito de Sodio al 2%
Repeticion: | UFC/ml %
Reduccion
A S. 0 100.0
E. A. E. 1 0
L. M. H 0
A. S. 0 1600 |}
E. A. E. 2 0
L. M. H 0

A.S. = Accion de Samitezantc,
E AE. = Enjuaguc con Agua Estéril
L MH. = Limpicsza Microbioldgics con Hisopo.
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2

Saniftizante: Alcohol Bencilico / Etanolal 2%
Repeticion: | UFC/ml | % Reduccién
A. S, 0 160.0
E. A E. 1 0
I. M. H 0
A. 8. 0 1000 |}
E. A E, 2 0
L.MH 0
AS. = Accién de Sanitizante.
E.AE. = Enjuague con Agua Estéril,
LMH = Limpieza Microbioldgica con Hisopo
Sanitizante: Diégxido de Cloro al 1%
Repeticion: { UFC/ ml %
Reduccion
AL S, 0 100.0
E. A. E. 1 0
L. M. H 0
A. S. 0 1000 |
E. A, E 2 l 0
L. M. H 0
AS. = Accidn de Sangtizante.
E.AE = Enjuaguc con Agna Estérl.
L.MH. = Lunpteza Microbiolégica con Hisopo.
Sanitizante: Cloruro de Benzalconio
al 0.1%
Repeticion: | UFC/ml Yo
Reduccion
A. S, F 0 100.0
E. A E, i 0
L. M. H 0
A. S. 0 1000 |
it
0

E. A. E,
L. M. H

AS. = Accidn de Sanitizantc
E AE. = Enjuague can Agua Esténl

LMH =

Limpiesa Microbolémea con Hisopo

(1




Identificacion Macroscapica del control positivo:

Caracteristica Observacién
Tamafio 1.0-1.5mm

Color Beige pigmento verde
Forma Circular

Borde Regular

Superficie Concava

Luz transmitida | Translicida

Luz reflejante Brillosa

Consistencia Cremosa

Identificacion Microscopica:

Tincion de Gram colonia del control positivo

Caracteristica Observacién

Tipo de Gram -

Morfologia Bacilos
Distribucion Grupos de cadenas y en par.

Vlicroorganismo: Enterobacter cloacae

“oncentracion de inoculo:

Repeticion 1 — 1,248,000
2 - 986,000
Sanitizante: | Hipoclorite de Sodio al 2%
Repeticion: | UFC/ml Y
Reduccion
A. S 0 100.0
E. A E. i 0
L. M. H 0
A. S 0 1000 |}
E. A. E 2 0
L. M H 0

A.S = Accidn de Sanitizantc.
E.AE. = Enjuaguc con Aguza Esiénl
LMH = Limpera Microbioldgaca con Hisopo




A B = Accitn de Sanitizante,
E.AE. = Enjuague con Agus Estéril.
LMH = Limpicza Microbiologica con Hisopo,

Sanitizante: Didxido de Clore al 1%
Repeticion: | UFC/ml Yo
Reduccion
A, S, 0 100.0
E. AL E 1 0
L. M. H 0
A. S. 0 1000 |
E. A E 2 0
L. M. H 0
AS. = Accibén de Sanitizante
EAE. = Enjuggue con Agna Estérl.
L.MH. = Lunpieza Microbioldgica con Hisopo,
Sanitizante: Cloruro de Benzalconio
al 0.1%
Repeticidn: UFC / ml %
Reducciéon
A. S, 0 100.0
E. A E 1 0
L. M. H 0
A. S 0 1000 |
E. A. E, 2 0
L. M. H 0

A S, = AcCién de Somtizanic,

EAE

- Enjuague con Agna Esténl,

LMHE = Lumpicza Microlwolégica con Hisopo,

Sanitizanfe: Alcohol Bencilico / Etanolal 2%
Repeficion: | UFC/mli | % Reduccién
A. S 0 100.0
E. AL E 1 0
L. M. H 0
A. S. 0 1woe |
E. A E 2 0
L. M. H 0




dentificacion Macroscopica del control positivo:

Caracteristica Observacion
Tamafio 0.5-1 0mm
Color Blanca
Forma Circular
Borde Regular
Superficie Concava
Luz transmitida | Opaca

Luz reflejante Brillosa
Consistencia Cremosa

dentificacion Microscépica:

Tincion de Gram colonia del control positivo

Caracteristica Observacion
| Tipo de Gram -
Morfologia Bacilos
Distribucion Individual.

icroorganismo: Pseudomonas deruginosa

mcentracion de inoculo:

Repeticion I — 1,460000
2 740000
Sanitizante: | Hipoclorito de Sedio al 2%
Repeticion: | UFC/ml Yo
Reduccion
A. S, 0 100.0
E. A. E. 1 0
L. M. H 0
A. S. 0 1000 |
E. A E, 2 0
L. ML H 0

AS = Accion de Sanitizante.

EAE = Enjuague con Agua Esténl.

LMH = Limpieza Microbioldgica con Hisopo.




Sanitizante: Alcohol Bencilico / Etanel al 2%
Repeticion: | UFC/m! | % Reduccion
A. S, 0 100.0
E. A. E. 1 0
L. M. H i
A. S. 0 1000 |
E. A. E. 2 0
L. M. H 0
AS. = Accién de Sunitizante.
E.AE. = Enjuague con Agua Estéril.
LMH. = Limpieza Microbiolégica con Hisopo.
Sanitizante: Didxido de Cloro al 1%
Repeticién: | UFC/ml %
Reduccién
A. S, 0 100.0
|..—._.—_
E. A. E 1 0
L. M. H 3
A. S. 0 1000 |}
E. AL E. 2 0
L. M. H 1
A S. = Accidn de Sanitizante
E AE = Emuasue con Agua Esténl.
L.M.H. = Limpieza Microbiolégiea con Hisopo
Sanitizante: Cloruro de Benzalcenio
| al 0.1%
Repeticion: | UFC/ml %
Reduccion
A. S. 0 100.0
E. A, E, i 0
L. M. H 0
A S 0 1000
E. A. E. 2 0
LM 1 0

A.S = Accidn do Santtizante,
E AL - Enjuague con Agua Esténl
LMH Lunpesi Microbolémen con Hisopo




dentificacion Macroscopica tanto del control positivo como a muestra:

Caracteristica | Observacién

Tamaiio 1.0-1.5mm

Color Beige-rosado

Forma Circular

Borde Regular ]

Superficie Concava

Luz transmitida | Transltcida

Luz reflejante Brillosa ]
{ Consistencia Cremosa

lentificacion Microscapica:

Tincién de Gram a colonia de] control positivo y muestra
Caracieristica _ ; Observacién

Tipo de Gram -

Morfologia Bacilos
Distribucion Grupos de cadenas y en par.




VIIL DISCUSION DE RESULTADOS.

1. Recopilacién retrospectiva del analisis microbiolégico realizados en:
A) Producto, B) Agua de sanitizacidon de tuberias de llenado y C) En Ia
verificacién de la impieza y sanitizacion de tangues.

A.
Debido a que se obfuvieron algunos lotes de productos no estériles fabricados en el
area de liquidos con cuentas microbianas fuera de especificacion se realizd Ja
recopilacion refrospectiva del andlisis microbiologico de los productos tanfo a
granel como terminado, observandose que los lotes de la emulsion fabricados en la
linea 1 principalmente han presentado dichas cuentas bacferianas durante el
periodo  comprendido del 18/01/98 al 30/12/98 y por elo se 71evisd
retrospectivamente el analisis microbiologico del agua de sanitizacion de tuberias
de llenado y de la verificacién de la limpieza y sanitizacion de tanques del drea de
fabricacion de-liquidos no estéries.

abe sefialar que en el periodo del 04/01/00 al 30/06/00 las cuentas microbianas se
nantuvieron < 10 UFC/50 ¢m” , debido a que el agua de purificacion utilizada en la
impicza y samitizacién, como en la fabricacion del producto 2 sido tratada con luz
IV y ozono, ademés de la desionizacion.

on respecto a los datos recopilados retrospectivamente de los andlisis
icrobiologicos del agua de sanitizacion de las tuberias de llenado, observamos
ie las tuberias no son una fuente de contaminacion del producto a granel 6 en
oceso de lenado; ya que las cuentas bacterianas obtenidas del analisis
icrobiologico realizadas en el agua de la sanifizacién de las tubenas no se
cuentran fuera de especificacion ( < 100UFC/ml), siendo la cuenta mas alta de 28
“C/ml.

acuerdo a los datos recopilados retrospectivamente del analisis microbiolégico
lizado a los equipos de fabricacion de liquidos, nos muestran que se¢ ha
ctuado adecuadamente la samitizacion; pués no se obtuvieron cuentas
robianas fuera de los limites especificados (< 80UFC/S0cm’) obtenendo como
nta bacteriana mas alta dc 60UFC/50cm’, climinando como posible fuente de
tamnacion.




2. Prueba dela efectividad del sanitizante.

En ia evaluacion de la efectividad de los sanitizantes, obtuvimos un porciento de
reduccion que oscila entre el 99.9999 - 100% de los sanitizantes a prueba tanto para
Escherichia coli como para Staphylococcus aureus, indicandonos que estos
permicidas poseen una efectividad como sanitizante de acuerdo al limite

establecido (limite de aceptacion > 99.999%% en Ja reduccion del nimero de
microorganismos en 30 segundos) s

i Verificacién del recobro micrebiano.

in la verificacién del recobro microbiano utilizando hisopo con punta de algodén,
btuvimos que el recobro para Bacillus subtillis es del 110.6%, para Enterobacter
loacae es del 79.3% y por ditimo, para Pseudomonas aeruginosa es de 67.31%.

a variabilidad en cuanto al recobro de cada microorganismo utilizando el hisopo
m punta de algodén esténl se debié a que cada bacteria responde de diferente
Tma ante un cambio a las condiciones Optimas de crecimiento (temperatura,
imedad, medic ambiente, requerimientos nutricionales); considerando que la
wificacion del recobro microbiano es una féenica en la cual se hace unma
anipulacion seriada de los microorganismos, teniendo el riesgo de perder un
mero de microorganismos, que queden atrapados en la punta de algodon del
30po, o bien que se mueran en €l manipuleo.

: acuerdo a los resultados, observamos que hay un por ciento de error del 25-30%

el recobro de microorganismos con el hisopo con punta de algodon, por lo que
recomienda considerarlo al realizar la técnica.




4, Efectividad del sanitizante “In vitro”.

De acuerdo a los resultados obtenidos en la efectividad del sanifizante “In vitro”
ante Burkholderia _cepacia , Enterobacter clogcge y Pseudomonas  eruginosa,
observamos que los sanitizantes utilizados en el andlisis presentan efectividad
sanitizante debido a que presentaron un % de reduccion del 100%; recordando que
el limite especificado por la AOAC es < 99.9999% de recobro en 30 segundos.

Con respecto a B. cepacia y E. cloacae se observo un 100% de reducién en todos
los sanitizantes utilizados, mientras que para Ps. aeruginosa se muestra una mayor
efectividad con €l hipoclorito de sodio y con el cloruro de benzalconio, ya que en
2sa concentracion de uso se logrd reducir el niimero de microorgamsmos a cero,
sbteniendose asi un % de reduccion del 100%.

Zor otro lado el alcohol bencilico/etanol y con el dioxido de cloro mostraron el %
le reduccion del 100% con la accién del sanitizante, pero Ja cuenta microbiana de

a limpieza y sanitizacion fue de 1 y 2 UFC/ml en promedio para el alcohol
sencilico y didxido de cloro respectivamente.

-abe sefialar que para realizar estid prucba se intento asemejar las condiciones
zales del analisis microbioldgico para la evaluacion de la hmpieza y sanitizacién
e los tanques del area de fabricacion de liquidos; siendo sustituidos los tanques de
cero inoxidable por vasos de precipitados de acero inoxidable (30ml), por lo que
: tiene que considerar que los vasos por ser de una dimensién menor se logro
wéstrear los lugares criticos (angulos), pero no se pudo evaluar otros puntos

iticos de gran importancia como las valvulas, codos y aspas que se encuentran en
s tanques de fabricacion.

ol
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IX. CONCLUSION. 11

Al evaluar los procedimientos de limpieza y sanitizacién mediante un estudio
retrospectivo de los analisis microbioldgicos tanto del agua de la samtizacion de
uberias de llenado como de los equipos de fabricacion de liquidos; asi, como la
-ealizacidén In vitro de los procedimientos de limpieza y sanitizacion; concluimos
ue dichos procedimientos son capaces de eliminar 1a carga microbiana presente al

inal de los procesos de fabricacion y llenado del érea de liquidos, evitando una
;ontaminacién microbiana de lote a lote o cruzada,

'or otro lado la evaluacién de 1a actividad de los agentes sanifizantes probados nos
westran que los sanitizantes utilizados para realizar la limpieza y sanitizacion de
’s tanques y tuberias de llenado son capaces de reducir la carga microbiana, ya que

resentaron un % de reduccion del 99 999 — 100.00 %, siendo el limite de 99.999%
2 reduccién en 30 segundos.

O4




X. PROPUESTA DEL CICLO DE SANITIZANTES.

Basandose en la clasificacion de los sanitizantes tanto de estructura como del
mecanismo de accidon que presentan los agentes quimicos con las bacterias, se
propone el siguiente ciclo de sanitizantes:

Los cuatro meses primeros sanitizar los equipos de fabricacion del drea de liquidos
con hipoclorito de sodio {2%) como compuesto clorado; los siguientes cuatro
meses con clomro de benzalconio (0.1%) como sal cuaternaria de amonio,
posteriormente cuatro meses con didxido de cloro (1%) como compuesto clorado y
finalmente para cerrar el ciclo, nuevamente con cloruro de benzalconio (0.1%).

Ciclo de sanitizantes

Sanitizante Sanitizante
1 2
4 meses 4 meses
Sanitizante Sanitizante
2 3
4 meses 4 meses

B Sanitizante 1 : Hipoclorito de sodio.
Sanitizante 2 : Cloruro de benzalconio.
£ Sanitizante 3 : Diéxido de cloro.

Cabe sefialar que el roll de sanitizantes ha sido propuesto alternando un compuesto
slorado y uno cuaternanio de amonio, para evitar juntar los dos compuestos
‘lorados, probocando una resistencia bacteriana.

0 anterior es fundamentado por el mecanismo de accién de los agentes
anitizantes; sabiendo que los compuestos clorados son agentes que modifican los
Tupos funcionales de las proteinas y los acidos nucleicos de los microorgamsmos
n contacto con estos. Mientras que los compuestos de sales cuaternarias de amonto
m agentes que lesionan la membrana celular; asegurandose asi la erradicacion
acteriana no deseada.

30
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1. RECOMENDACIONES.

A pesar de que se comprobd la efectividad sanifizante de cada desinfectante
robado; seria recomendable verificar su efectividad periédicamente para asegurar

u estabilidad vy actividad sanitizanie cumpliendo con las Buenas Practicas de
Aapufactura (GMPs).

Se recomienda que el muestreo microbiolbgico para evaluar la limpiza y
mitizacion de los tanques; no solo se le realice 2 los tanques de fabricacion, sino
e también se muestre los puntos criticos de los mismos tanques de fabricacion y
> la tuberia de llenado como son las aspas, codos y valvulas. Mejorando la
ralnacidn de la limpieza y sanitizacién para un mayor conirol de calidad hacia los

’Oductqs fabricados. VER DIAGRAMAS LILIII DE PUNTOS DE MUESTREQ EN
ADALINEA.

{ina alternativa para eliminar los errores tanto del operador y de la téenica en
analisis microbiologico de la evaluacion de la limpieza v sanifizacién de los
wjues del drea de fabricacion de liquidos, es el uso de las placas RODAC, ya que
r medio de estas se reducen los pasos de la evaluacién, y por ende se evita la
rdida de los microorganismos por la mampulacion en el seguimiento de los
308, ademas de comregir el error en cuanto al recobro microbiano que representa
150 del hisopo con punta de algodon durante el muestreo.

Avn que los procedimientos de limpieza y sanitizacion cumplen con las
znas Practicas de Manufactura (GMP’s), deacuerdo con la evaluacién
:Tobiologica; es necesario implementar un ciclo de sanitizantes con radicales
micos diferentes para disminuir la reincidencia bacteriana, evitando que con el
npo se presente una resistencia de microorganismos contaminantes.

Debido a que el clonmo de benzalconio tiene una actividad antifungica
tada, se recomienda que durante el tiempo que es utilizado para sanitizar los
ipos adicionar un paso 6 mezclar con un compuesto antifungico para evitar la
ble proliferacion de hongos resistentes al desinfectante. Cabe sefialar que el
uro de benzalconio se considero en el ciclado de sanmitizantes por ser un
nfectantc de uso por esta industria farmacéutica.
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DIAGRAMA I TANQUES Y TUBERIA CONDUCTORA DE LLENADO

Linea L.

oS 20 1 HEMALG A2
&
Tuberia general = Bomba
e
Vilvula de tipo mariposa —>  Flyjo de fa linea

Puntos recomendables para realizar un muestreo ricrobiologico
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DIAGRAMA IL TANQUES Y TUBERIA CONDUCTORA DE LLENADO

Linea 2.

= Tuberiz general —2  Flujo de la linea general de proceso

—>  Linea de drenaje —>  Linea vacio
—>  Linea A llenadoras

Puntos recomendables para realizar un muestreo microbiologico




DIAGRAMA II1. TANQUES Y TUBERIA CONDUCTORA DE LLENADO

Linea 3.

- Tuberia general

Puntos recomendables para realizar un muestreo microbiclogico




XII. ANEXO1

LIMITE MICROBIANO
ENMATERIAS PRIMAS Y PRODUCTO TERMINADO

METODO:

1.

»
»
L3
’
4

Material.

Algoddn.

Autoclave.

Asa de platino y porta asa.

Agitadores de vidrio.

Bafic de agua a 40°C.

Balanza granataria.

Cajas petri.

Homo a 200°C {esterilizacién).

I'rascos de vidrio de 100ml con tapa de rosca.
Gradilla .

Filtros.

Pinzas pequefias de diseccion.
Membranas de 0.45 micras.

Jeringas de vidrio10-20 ml.

Incubadora a 30-35°C; 25°C.

Matraces Erlenmeyer de 200 a 500 ml.
Mechero.

Pipetas graduadas de 1.0, 5.0 y 10.0 ml.
Probetas de 50, 100 y 1000 ml.

Tubos de ensaye con tapas de rosca de 15X150 mm.
Vasos de precipitados de 500 a 1000 ml.

REACTIVOS: Soluciones y medios de cultivo,
Telurito de potasio al 1.0%.

Solucion yodo - yodurada.

Acido tartarico al 10.0% .




e . -

o Solucion reguladora de fosfato a pH 7.2 + 0.2 (Buffer).
* Solucidn concentrada.
* Solucidn diluida.
Solucton salina isotdnica (SST).
Solucion verde brillante (dilucion 1:1000.
Solucion concentrada de N, N- Dimetil-1 , 4- Fenilendiamino- Dicloruro.
Reactivo para prueba de coagulasa.

. MEDIOS DE CULTIVO.
Caldo lactosado (CL).
Caldo de soya tripticaseina (TSL).
Caldo de caseina - soya — lecitina - tween 80 (TSL/T).
Caldo de selenito — cistina (CSC).
Caldo de tretationato (CTT).
Agar Mc Conkey (AMCC).
Agar verde brillante (AVB).
Agar de sulfito y bismuto  {ASB).
Agar ¢osina — azul de metileno (AEM).
Agar sal manitol (ASM).
Agar Vogel — Jonson (AV]).
Agar Cetrimida (AC).
Agar soya tmipticaseina (TSA).
Agar dextrosa y papa (ADP).

+ Agar salmonella y shigella (ASS).

Agar dextrosa sabouraud (ADS)

- w W B B & & & & & & 0 &

rocedimiento,
RUEBA PRELIMINAR : Ayuda a demostrar que bajo las condiciones de prueba, es
ssible recuperar a los microorganismos control previamente inoculados en la muestra.

1 lecitina de soya al 5% vy el polisorbato al 20 - 40% son sustancias que inactivan ala
ayoria de los preservativos empleados en la industria farmacéutica. Si 1a recuperacion
: fos microorganismos control es satisfactoria, en los andlisis sucesivos del producto
pleando los medios antes mencionados; podran seguirse usando como diluyentes y
:dtos de enriquecimiento para la investigacion de microorganismos patogenos.

a pesar de Ia incorporacion de los agentes neuiralizantes o el aumento de volumen del
uyente, los microorganismos control no se recuperan y la naturaleza del producto no

Th




e permite establecer el espectro de actividad antimicrobiana del producto.

76 10 ml.

"RUEBA. Preparacion de 1a muestra ¢
|

De acuerdo a las caracteristicas fisicas de la muestra, se elige el método adecuado para
hbtener una solucién. La dilucion corresponde a la primera (10™) y se hace con solucion

filuida de fosfatos a pH 7.2, caldo digerido de caseina — soya — lecitina- tween, caldo
;oya tripticaseina o caldo lactosado.

sélidos y liquidos miscibles en agua.

‘esar 0 medir exactamente 10 g 6 10 ml de muestra v transferir a 90 ml del diluyente
eleccionado.

iquidos ne miscibles en agua.

fedir exactamente 10 ml del producto, transferirlo 2 90 ml del diluyente seleccionado
Hcionando tween 80.

iquidos viscosos.

ra muestras viscosas que no puedan medirse con pipeta en la disolucion 1:10,
ectuar disoluciones 1:100 o 1: 500.

JENTA TOTAL DE MICROORGANISMOS MESOFILICOS AEROBIOS : Si las
1estras proporcionan una solucion suficiente diafana se emplea el método 1 (cuenta en
ica} y en caso contrario se usa el método 2 (filtracién con membrana).

ttodo 1. Cuenta en placa.
2esar 10 g 6 10 m} de producto o materia prima.

segun sea el caso en un {rasco que contenga 90 mi de agar soya tripticaseina { con &

TWEEN 80). Se efectuan las diluciones decimales necesarias para que 1 ml tenga
‘e 30y 300 URC/ ml.

permite aplicar ¢l método de filtracién, se asume que la actividad bactericida del
producto no permitird el desarrollo de las bacterias relacionadas con los |
microorganismos control probados. Sin embargo, se debe obtener mayor informacion |

MUESTREO : La muestra de producto para cada determinacioén no debe ser menor a 10
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3. De cada dilucion efectuada se trasvasan 1 mi de 1a misma a cada una de las cuatro
ajas petri estériles marcadas con la referencia y fecha de siembra.

L. Se adicionan de 15 a 20 ml de TSA y se mezcla con movimientos suaves y rotatorio.

. Se realizan testigos del medio { posttivo ¥ negativo):

Se preparan inoculando 1 ml de solucion buffer a pH 7.2 estéril a una caja de
eiri estéril a su vez a cada caja se le adiciona 15 a 20 mi de TSA; y para el testigo
0sitivo dejar la caja abierta durante 15 minufos aproximadamente y para el negafivo
errar de inmediato.

). Incubar las cajas por 48 br. / 35°C + 2°C. Trascurrido el tiempo de incubacién se hace
1 conteo de UFC / caja y se obtiene el promedio y se multiplica por el inverso de la
lilucidn para obtener ¢l nimero de UFC / g 6 ml de muestra.

it no se observa desarrollo 1:10 expresar los resultados como < 10UFC / g 6 ml de
mestra.

Cuenta de hongos y levaduras.
Pesar 10 g 6 10 ml de producto o materia prima.

Segin sea el caso en un frasco que contenga 90 ml de agar soya tripticaseina ( con &
r TWEEN 8§0).

Inocular cada dilucidon por duplicado en cajas petrt deshechables estérles,
ntificadas con la referencia y fecha de micio de andhsis.

Adicionar de 10 a 15 mt de APD 6 ASD y mezclar el contenido de las cajas con

vimientos rotatorios. Prepara testigos negativos y positivos como método 1, pero
pleando APD 6 ASD.

ncubar las placas a temperatura ambiente por 5 a 7 dias.
fectoar el conteo de colonias por placa y obtener el promedio de las mismas y

tiplicar por el inverso de Ia dilucién para determinar el numero UFC / g 6 ml
estra.




Método 2. Método en tubo - filtracidén con membrana — NMP (nimero mas probable).

1. Realizar la primera dilucién de la muestra (1:10) colocando 10 ml de la muestra en
90ml! de solucién buffer diluida a pH 7.2.

2. Realizar diluciones decimales de 1: 100y 1:1000.
3, Identificar 12 tubos con 9mi de TSL formando 4 hileras de tres tubos cada una:

Marcar la primera hiiera con el niimero 1:10, la segunda 1:160 | la tercera 1:1000
y lacuarta  con faletra “A” como testigo. |

4. Filtrar por triplicado 1 ml de cada dilucion a través de filtros Swinnex,
membranas estériles de 0.45 mcras y jeringas; empezando con los testigos, seguido
Ie 1a serie 107, despuss la serie 107 y por Gltimo la serie 107,

+. En condiciones asépticas, refirar cada una de las membranas de los filiros con
inzas estériles y depositarlas en los tubos de TSL segin corresponda.

. Identificar los tubos con lote y fecha del analisis ¢ incubarlos a 35 £2°C /48 - 72
oras.

Determinar NMVP.
abla 1, Determinacién de nimero mas probable (NMP
TMEROS DE TUBOS POSITIVOS NMP d6 microorzamsmos
para g 6 ml de mucstra
0 ml de mucstra ¢n cada tubo
“100” “10” T “l”
{0.1mg & ml) (0.1mg 6 m) (0.1mg 6 ml)
3 3 3 = 1100
3 3 2 1106
3 3 1 500
3 3 0 200 )
3 2 3 290
3 2 2 210
3 2 I 150
3 2 0 )
3 t 3 160
3 I 2 120
3 1 1 7
3 1 0 30
3 0 3 95
3 0 2 &0
3 0 1 40
3 0 0 23

i)
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b)ENTIFICACION DE MICROORGANISMOS PATOGENOS.
labla 2: Caracteristicas morfologicas de los microorganismos en medios de cultivo

UICROORGANISMOS MEBIO DE MORFOLOGIA COLONEAL TINCIGIN DE PRUEBAS DE
| CULTIVO CRAM comomn Da
scherichia coli Agar Mac Copkey Colonfas grandes de color Bacilos Fermentacion
| fosas1ojas; todeadas de zona negativos de agicar ¥
| de pretipitactn. productidn de
§ g ()
Agar levine Colamias pequeiizs aznl-negro Bacilos
| cosina~aml  de @ la partc centrl, cou brillo negativos
| Mreitlens metilico verdoso.
aimonetia  _sp, Agar vende Colanias pequeiias Bacilos TS1. picadura
‘ fitlante: transpesenies Moolorss rosas o negatives amarilla oo
blancas opacas, frecucntemente negro, super-
rodeadas de uma zoma rosa o ficie roza
Toja
Agar Xilosalisina Colontas rojes con o $m negro, Bacilos
desoxicol o modifican o medio negatives
Agar sulfito Colonias verdes o negras con Baalos
istoato brillo metdlico repativos
Agar figro triple Superficie  alcalwa  (rose)
amecar picadurs dcida {amanila) con o
sm preducaitn de H;$ (negro)
Baciles negativos
udomones Agar cotrimida Colatias verdes azalosas, con Bacilos nadass (+)
upinoss Wz UV se  observan negativos
fluorescentcs
Agar Colarias incoloras ] Baailos Onadesa (+)
Pstadimeonss para amariflentss, con vz UV s nogatives
detectar observan, amarilas
i i fluceeseentes
Agara parz Colanias verde-azulosss, con Bacilos Oradasa (+)
detectar Tuz UV ser azul flworesecate negatvos
proctanma
byvlocopeus Age Voged Colonjas negras rodeadas do Cocos Coagnlasz (+)
us Johason una zona amatilla positivos £n
racimos
Agar saf manitol Colonizs amenilas rodesdas de Cocos Coagulasa (+)
izt zona amanle positivos ca
Tacimos
Agpar Baird Parker Colonias  acgras  lustrosas Cocos
rodexdas de zomas claras posatIvos e
raamos
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H1. ANEXO IL

LIMPIEZAY SANITIZACIQN DE LOS TANQUES DE FABRICACION DEL
AREA DE LIQUIDOS.

TETODO:

eactives y Material

Tela sintética o manta de cielo.

Olla de acero inoxadable.

Manguera de plastico reforzado.
Maiquina hidrotavadora modelo 200 F .
Solucidn de hipaoclorito de sodio al 13%.
Selucién de dioxido de cloro al 1%
Solucion cloruro de benzalconio al .
Solucidn de alcohol bencilico al 2%
Agua potable
Agua purificada

Escobilion de cerdas de plastico o nylén redondo y de mango.

Jabon (turco azul / ecolab).

personal debe portar.

Jniforme de algodon, cofia, guantes de hule, botas de hule, careta y mandil.
wedimiento.

eal

ealizat un enjuague del tangue con agua potable.

avar el ianque con jabdn .

THagAr nuevamente con agua potable

eparar cn una olia de acero inoxidable una solucion del desinfectante en turno
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Conectar la manguera de productos quimicos a la hidrolavadora y el otro extremo a la
la de acero inoxidable.

Conectar la hidrolavadora a la energia eléctrica.
Abrir la Have de productos quimicos y encender la hidrolavadora.

Enjuagar todo el interior del tanque, dispersor v vilvulas con la solucién

sinfectante, activando el paso de la recirculacion de 5 a 10 minutos. Desalojar el
sinfectante y mandarlo al circamo.

Apagar la hidrolavadora y conectar la manguera de agua purificada a la
lrolavadora.

Abrir la Have de la hidrolavadora y enjuagar todo el tanque y el dispersor con ¢l agua

ionizada y recircular durante 5 a 10 minutos; posteriormente parar la recirculacién y
ir las valvulas para desalojar ¢l agua.

Lavar con agua a temperatura de 90°C.

Enjuagar con agua desionizada y recircular durante 5 a 10 minutos; posteriormente
ir la recirculacion y abrir las vatvulas para desalojar el agua.

Limpiar el exteror del tanque utilizando una tela sintética con la solucién
nfectante.

Llamar al inspector de aseguramiento de calidad para verificar Ja limpieza del
po.

TAMRUE

wl
g
"

TANQUE
LZALTOR 1 2
Li-225 L1224 e-223

T L 4 T

Figura: Tanques de fabricacidn de liquidos de la linea 1.




Linea 2

1. Realizar v enjuague del tanque con agua potable.

2. Lavar el tanque con jabdn .

3. Enjuagar nuevamente con agua potable.

4. Lavar el tanque suministrando vapor sanitario (1K g/pulg/40min.)

5. Preparar en una olla de acero inoxidable una solucién del desinfectante en turna.

5. Conectar la manguera de productos quimicos a la hidrolavadora y el otro extremo a la
olla de acero inoxidable.

’. Conectar Ia hidrolavadora a la energia eléctrica.
.. Abrir 1a Have de productos quimicos y encender la hidrolavadora.

. Enpjuagar todo el. interior del tanque, dispersor y walvulas con la solucion
esinfectante, activando el paso de la recirculacion de 5 a 10 minutos. Desalojar el
esinfectante y mandaro al carcamo.

). Apagar la hidrolavadora y conectar la manguera de agua purificada a la
drolavadora.

\. Abrir la llave de la ludrolavadora y enjugar todo el tanque y el dispersor con el agua
mificada y recircule durante 5 a 10 minutos; posteriormente parar la recirculacion y
qir las valvulas para desalojar el agua.

. Limpiar el exterior del tanque utilizando una tela sintética con la solucidn
sinfectante.

. Llamar al inspector de aseguramiento de calidad para verificar la limpieza del
Hpo.
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Linea 3

1. Realizar un enjuague del tanque con agua potable.

2. Lavar el tanque con jabon .

3. Enjuagar nuevamente con agua potable.

4. Lavar el tanque suministrando vapor sanitario (1K g/pulg/40min. )

5. Preparar en una olla de acero inoxidable una solucion del desinfectante en turno.

5. Conectar la manguera de productos quimicos a la hidrelavadora y el otro extremo a la
slla de acero inoxidable.

7. Conectar la ludrolavadora a la energia eléctrica.

¥

+. Abrir 1a llave de productos quimicos v encender la hidrolavadora.
'. Enjuagar todo el interior del tanque, dispersor y wabvulas con la solucion

esinfectante, activando el paso de la recirculacién de 5 a 10 minutos. Desalojar el
esinfectante y mandarlo al carcamo.

0. Apagar la hidrolavadora y conectar la mangucra de agua purificada a la
idrolavadora.

1. Abrir la llave de la hidrolavadora v enjugar todo el tanque v el dispersor con el agua
arificada v recircule durante 5 a 10 minutos; postertormente parar la recirculacion y
wir las valvulas para desalojar ¢l agua.

2. Solicitar a aseguramiento de calidad tomar una muestra para verificar quimica y
icrobiolégicamente Ia limpreza.

. Preparar en una olla de acero inoxidable una solucién desinfectante de alcohol
neilico al 2%.

. Abrir la llave de paso de productos quimicos v encienda la hidrolavadora.
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15. Enjuagar todo el interior del tanque, dispersor y valvulas con la solucion
desinfectante activando el paso de la recirculacion de 5 a 10 minutos y al termino parar

la recirculacion.
La solucién de alcohol bencilico permanecerd en contacto con el tanque hasta que

sea utitizado nuevamente { antes de utilizar drenar fa solucion).

16. Limpiar el exterior del tanque utilizando una tela sitética con la solucidn
desinfectante.

17. Llamar al inspector de aseguramiento de calidad para verificar la limpieza del
>QUIpo.

Figura: Tanques de fabricacion de liquides de ia linea 3.
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T1V. ANEXO IIL

EVALUACION DE LA LIMPIEZA DE EQUIPOS DE PRODUCCION
(ANALISIS MICROBIOLOGICO).

METODO:
eactivos y Material

Hisopos estériles.

Tubos con solucion buffer estéril (buffer de fosfatos pH 7.2 £ 0.2).
Guantes deshechables estériles.

Cajas petri deshechables estériles.

Agar Soya Tripticaseina/Tween.

| personal debe portar.

Bata limpia, cubre bocas, cofia y guantes deshechables estériles.

rocedimiento,
Utilizar un tubo y un hisopo por cada equipo a muestrear, ¢ identificarlo.

Abrir ¢l tubo e introduzca el hisopo (sin tocar la punta del tubo con los dedos) en el
30 con solucion buffer, sacarlo y tape el tubo; cor la punta hameda del hisopo raspar

superficie del eqmpo aproximadamente 50cm’ (Figura 1) haciéndolo en las zonas
1as dificiles de lavar” (aspas, angulos, etc.).

Abrir el tubo e introduzca nuevamente el hisopo agitindolo en la solucién y presionar

atra [a pared del tubo para retirar ¢l exceso de solucion, sacar el hisopo y cerrar el
0.

Analizar el contenido de la solucién buffer por el método de vaciado en placa,
lizando Agar soya Tripticaseina./Tween:

Tomar una alicuota de 1mi del tubo con solucién buffer y ponerla en una
a petri deshechable estéril, hacerlo por duplicado, vaciar ¢t medio de cultivo esténl

nado aproximadamente a 45°C, homogeneizar las cajas con muestra e incube a 35-
‘C /24-48hrs.

14
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Al final del periodo de incubacion, contar el nimero de colonias y reporte el niimero
UFC/ml, de cada equipo.

Figura 1. Forma de muestreo de la superficie de los equipos pam la limpieza,




/. ANEXO IV.

ETODOS DE ANALISIS MICROBILOGICO

FILTRACION POR MEMBRANA:

Sanitizar ¢l area de trabajo y prender la campana de flujo laminar.
Instalar el equipo de filtracion.

Colocar una membrana de 0.45 micras estéril al filtro.

Vaciar los 5mi de muestra v filtrelo.

Rt ol S

Agar Métodos Estindar.
Incubar a 37°C + 2°C durante 24 a 48 horas.

&

7. Pasado el tiempo de Incubacién realizar la cuenta total bacteriana, dividiendo

entre 5 para sacar UFC/ml.

VACIADO EN PLACA:

1. Sanitizar el area de trabajo con alcohol 70%.

2. Sembrar 1ml de la muestra de la impieza, en una caja petri estéril. Realizar por

duplicado.

3. Adicionar de 15 a 20ml de Agar Soya Tripticaseina, previamente fundido y |

enfriado a 45°C.

4. Homogeneizar la muestra con movimientos rotatorios y dejar solidificar a

temperatura ambiente.

5. Incubar durante 24-48hrs / 35-37°C.

6. Transcurnido el peniodo de incubacion, contar el nimero de colonias desarrolladas
en cada caja y hacer un promedio de los resultados para reportar el nimero de
UFC/ml] de muesira,

» 5i no se observa crecimiento, reportar como < 10 UFC/ml
w  El testigo consiste en colocar 1ml de diluyente o solucidn esténl y
proceder como la muestra.

Desprender la membrana del embudo de filtracion y coldquela sobre una placa de
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XVL. ANEXOYV.

EVALUACION DE LA ACTIVIDAD DE LOS SANITIZANTES.
METODO:
Accion del Sanitizante y Germicida.
Material.

* Matraces Erlenmeyer de 250mi.

* Matraces Frlenmeyer de 100ml.

* Pipetas graduadas de 1ml con intervalos de 0.1mi.
* Tubos de ensaye 20X50mm.

* Cajas petri estériles.

* Mechero Bunsen.

Medio de cultivo.
Agar Métodos Estandar (Bioxon cat. 134).
Microorganismos de Prueba,

Escherichia coli ATCC 10536,
Staphylococcus aureus ATCC 6538,

[ncubados a 24-48hrs.
Suspensién de 75-125X10° m.o./m! (para que el % de reduccion sea valido).

Soluciones,
¥ Neutralizador.

¢ Buffer 0.25M.
* Buffer diluida.

}
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pcedimiento,

Por duplicado, medir 99ml de solucion sanitizante o germicida en la concentracion
> sera usado.
repar un matraz con 99ml de solucion estéril de buffer de fosfatos diluido.
Adicionar 1ml de suspension del microorganismo a cada matraz de sanitizantes y
trol.
Mezclar y mantener durante 30 y 60 segundos después de la adicion de la suspension .
’ara las muestras de sanitizante;

A) Transferir 1wl (de cada matraz de bactericidas, conteniendo Ia suspension de
FOOTganismos) a un tubo con 9ml de neutralizador.

B) Agitar y transferir 4 alicuotas de 1ml y 4 de 0.1ml a placas petri individuales
riles.
ara el control;

A) Transferir 1m] del matraz con suspension a un matraz con 99ml de solucién
fer de fosfatos estéril, (dilucion 1).

B) Agitar y transferir 1ml de la dilucion 1 a 99ml de solucién buffer y agitar (dil. 2).

C) Transferir 1ml de dil. 2 a 99ml de solucién buffer y agitar (L 3; de la dil. 3
isferir 4 alicuotas de 1ml y cuatro de 0.1ml a placas petri estériles individuales.

Controles
a. Neutralizador: Utilizar un tubo con neuiralizador sin abnr.
b. Agua : Iml de cada tipo de agua usada .

¢.  Solucion buffer: Utilizar Iml de seln. Buffer de un tube o matraz sin
abrir,

A todas las placas previamente identificadas, adicionar 15-20 ml de medio de cultivo
ri] y enfriado a 45-50°C, homogeneizar y dejar solidificar, incubar a 35°C durante
rs. Para los controles usar el medio indicado para sales cuaternarias de amonio, usar
lio adicionando 25ml de neutralizador por cada litro.

ultados:
Para considerar validos los resultados, debera haber una reduccion del
7999% en la cuenta de namero de microorganismos en 30 segundos.

Después del contco de microorganismos, confirmar que los microorganismos
revivientes son [, coli, por transferencia a tubos con caldo lactosado y placas con
- EMB; confirmar 8. aureus por examinacion microscopica.
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I, ANEXO VL

ETODO DE PREPARACION DE LAS SOLUCIONES UTILIZADAS.

lucién buffer de fosfatos 0.25M.

Disolver en un matraz de 1000m! 34g de fosfato de potasio monobasico en
Oml de agua destilada, mezclar y aforar con agua destilada. Ajustar elpHa 7.2 £ 0.2
1 NaOH 2N. Envasar en recipientes apropiados, esterilizar y almacenar en
rigeracién.
lucién buffer de fosfatos diluida.

A) Adicionar 1.25ml de la solucién buffer de fosfatos 0.25M a 1 litro de agua
rificada, distribuir en porciones de 99ml. Esterilizar 20 minutos/121°C.

B) Diluir 1m! de solucién buffer 0.25M en 800mi de agua destilada, ajustar ¢l pH
.2+ 0.2, envasar y esterilizar en auto clave a 121°C/15minutos.
utralizador.

Mezclar 40g de azolectina y 280ml de polysorbato 80 6 20 con 1.25ml de buffer
fosfatos 0.25M, diluir a 1 litro de agua purificada vy ajustar el pH a 7.2 + 0.2.
enlizar 20 min. / 121°C.

poclorito de sodio (2%).

Diluir 154ml de hipoclorito de sodio en 1 litro de agua purificada, distribuir en
ciones de 99rnl .

2ohol bencilico (2%):

a) Mezclar 280ml de alcohol etilico con 20mi de alcohol bencilico, diluir en
)l de agua purificada, distribuir en porciones de 99ml.

b) Diluir 20ml de alcohol bencilico en 980ml de agua purificada, distribuir en
ciones de 99ml




(VIII. ANEXO VIL

METODO DE PREPARACION DE LOS MEDIOS DE CULTIVO.

0s medios de cultivo pueden ser preparados a partir de los ingredientes o mezclas
eshidratadas que se adquieren en el comercio.

“aldo de nutritivo.

1 caldo nutritivo es usado para el cultivo de muchas especies de microorganismos no
xigentes.

ormulacion;
Digerido pancreatico de gelatina 50g
Extracto de carne de res 3.0
PH final 6.9+£0.2

uspender 8g del polvo en 1 litro de agua purificada , mezclar. Calentar ligeramente, si
» necesario para disolver. Distribuir y esterilizar en autoclave a 121°C/15minutos.

vwgar Métodos Standard.

gar métodos standard es usado para obtener placas de cuentas microbianas a partir de
che,productos diarios, comida, agua y otros materiales de importancia sanitaria.

mmulacion:
Digerido pancreatico de caseina 5.0g
Extracto de levadura 2.5
Dextrosa 1.0
Agar 15.0
PH final 7.0x+0.1

spender 23 5g del pelvo en 1 litro de agua purificada |, agitar. Calentar con agitacion
1stante y ebullir por I minuto. Esterilizar en autoclave a 121°C/15mmutos
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soya Tripticaseina.

oya tripticaseina es usado para aislar y cultivar microorganismos exigentes y no
tes; asi, como bacterias anaerobias y aerobias, aunque este medio no es selectivo
\aerobios.

lacion:

Digerido pancrestica de caseina 15.0¢g
Jigerido papainico de soya 5.0
“loruro de sodio 5.0

Agar 15.0

°H final 73£02

der 40.0g del polvo en 1 litro de agua purificada , mezclar rigurosamente.
ir con agitacién constante y ebullir por 1 minuto para completar la disolucion del
Esterilizar en autoclave a 121°C/1 Sminutos.
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ANEXO VIIL

SISTEMAS BBL CRYSTAL de Identificacion (Id)

El sistema BBL. CRYSTAL para la identificacion de bacterias Gram peositivas §
(GP) es un método de identificacién en miniatura que utiliza substrafos |
convencionales, flurogénicos y cromogénicos modificados. Se ha disefiado para la |
identificacién de bacterias aerobias gram-positivas aisladas frecuentemente de |
muestras clinicas. ;

PRINCIPIO.

Los paneles del sistema BBL CRYSTAL GP contiene 29 substratos bioquimicos y
enzimaticos deshidratados. Para rehidratar los substratos se utiliza una suspension |
de bacterias en el fluido de inoculo. ;

Las prucbas usadas en el sistema se basan en la utilizacion y degradacion §
microbiana de substratos fluregénicos que contienen derivados cumarinicos del |
4-metil-umbeliferona (4MU) o del 7-amino-4-metilcumarin (7-AMC) resulta en |
um aumento de la fluorescencia que se detecta facilmente a simple vista con una |
lAimpara de luz ultravioleta, Los substratos cromogénicos; después de sufrir |
hidrolisis, producen cambios de color que pueden detectarse visualmente. |
Ademas, hay pruebas que detectan la capacidad de un organismo de hidrolizar,
degradar, reducir o de alguna forma utilizar un substrato del sistema BBL §
CRYSTAL. ]

F] sistema BBL CRYSTAL E/NF para la identificaciéon de patigenos emtéricos /
no fermentadores es un método de identificacién en miniatura que utiliza §
substratos cromogénos y convencionales modificados. Se ha disefiado para la |
dentificacion de bacterias aerobias gram-negativas, de origen humano |
fermentantes y no fermentantes de glucosa mas frecuentemente aisladas. !

PRINCIPIO.

Los paneles del sistema BBL CRYSTAL E/NF contiene 30 substratos |
hioquimicos y enzimaticos deshidratados. Para rehidratar los substratos se utiliza |
una suspension  de bacterias en el fluido de inoculo. Las pruebas usadas en el §
sistema se basan en la utilizacién y degradacion microbiana de substratos
>specificos detectados por vartos sisternas indicadores.
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Las reacciones de fermentacion detectan la capacidad de un microorganismo de
metabolizar carbohidratos en ausencia de oxigeno atmosférico, y las reacciones de
oxidacién se basan en la capacidad de un microorganismo de metabolizar ¢l
substrato usando el oxigeno como aceptor final de electrones . Ambas reacciones
se detectan en general con un indicador de pH en el substrato de la prueba. Los
substratos cromogénicos; producen, como resultado de una hidrélisis, cambios de
color que pueden detectarse visualmente. Ademas, hay pruebas que detectan la
capacidad de un organismo de hidrolizar, degradar, reducir o de alguna manera
ufitizar un substrato del sistema BBL. CRYSTAL.

PROCEDIMIENTO GENERAL.

1. Sacar las tapas de la envoltura y desechar el desecante.

2. Tomar un tubo de fluide de inoculo y anotar el nimero de la muestra en la
etiqueta. Usar wupa fécnica aséptica, levantar con la punta de una asa
bacteriologica estéril varias colonias de la misma morfologia.

3. Poner las colonias en suspension en tubo BBL CRYSTAL del fimdo de
moculo.

4. Volver a tapar el tubo y agitar. La turbidez debera ser equivalente a um patron
Mc Farland N° 0.5.

4.

5.

Tomar una base y anotar el nimero de muestra en el costado.

Verter todo el conmtemido del tubo de fluido de inoculo en el érea
demarcada de la base.

Tomar la base con ambas manos, balancedndola suavemente hasta que los
pocillos se llenen con el inoculo. Balancear la base nuevamente para escurrir
el exceso del liquido de vuelta al rea de marcada, y poner la base sobre la
mesa.

. Alinear la tapa de modo que el extremo donde se cncuentra la inscripeién

esté sobre el area demarcada de la base.




8. Presionar hacia a bajo hasta sentir una leve resistencia. Poner los pulgares a '
cada lado del borde de la tapa en el medio del panel y presionar hacia
abajo simultineamente hasta que la tapa se asiente en su lugar. j

Prueba de cultivo puro: Para determinar la pureza del cultivo, extraer una §
pequefia gota del tubo de flmido de inoculo con una asa bacteriologica estéril, |
antes o después de inocular la base, e inocular untubo de agar inclinado o una §
placa. Deseche el tubo del fluido de inoculo con su tapdnen el recipiente para §
desechos Dbiopeligrosos. Incube el tubo de agar inclinado o placa durante |
24 - 48h a una temperatura de 35 — 37° bajo condiciones adecuadas. *

Incubacién: Poner los paneles inoculados boca abajo (ctiqueta hacia abajo) en una
incubadora sin CO, con 40 a2 60% de humedad relativa. El tiempo de |
incubacion es de 18 — 24 ha una temperatura de 35— 37°C. f

NOTA.
Para gram positivos requiere una tincién de gram.
Para gram negativos requiere de pruebas de oxidasa e indol.
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. ANEXO IX.

TINCION DE GRAM

tincion de Gram fue desarrollada empiricamente por Christian Gram en 1884. Esta

ctén es uno de los primeros pasos que se realizan para cualquier identificacién
steriana.

técnica es capaz de diferenciar dos grandes grupos de eubacterias: Gram positivas y

am negativas.

INDAMENTOQ.
En la tincién de gram se requieren 4 soluciones:

Cristal violeta ( primer colorante). Es un colorante basico que en contacto con
las células reacciona con ellas coloreandolas.

Solucién yodo — yodurada ( mordiente). Fija las tinciones y aumenta la
afinidad entre el colorante y las células. Los mordientes
suelen ser sales metalicas, dcidos o bases.

Mezcla alcohol — acetona (1:1). Es un agente decolorante que actia como
olvente organico.

Safranina {colorante de contraste). Es un colorante basico de distinto color que
el primer colorante.

3 dos grupos bacterianos difieren por ¢l color con el que finalmente aparecen; las
sterias Gram positivas se tifien de azul-violeta por el cristal violeta, mientras las
1m negativas perderan la coloracion del cristal violeta adquiriendo uno rosado por la
ranina, Lo anterior ¢s debido a la composicion de su envoltura celular, pues las
m + poseen una malla de péptidoglicano en su parte mas externa, mientras que las
m - los recubre una fina capa de péptidoglicano , presentan una membrana externa
r envuelve toda la célula.

a cvitar algin falso, es recomendable trabajar con cultivos en fase exponencial, ya
las bacterias gram + en fase estacionaria pueden aparecer como gram -,
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cedimiento:

Preparar frotis bacteriano.

Tefiir con cristal violeta por lminuto.

Lavar con abundante agua el exceso de colorante.

Cubrir con lugol por | minuto.

Lavar con agua el exceso de lugol.

Decolorar con alcohol-acetona basta que la preparacién deje de perder color
(30 segundos).

/. Lavar con abundante agua para eliminar el exceso de disolvente.
3. Tefiir con safranina durante 1 minuto.

}. Lavar con agua para eliminar ¢l colorante de contraste.

0. Secar la preparacién.

1. Examinar la preparacion al microscopio.

e B A A B
. . . . v .

- = i-:
A =
1 CRISTAL VIR ET4 (8 mumy 3 ALCOHOL -ACTTONA
—— ’. e .l
T, T
Pl & o

100



e ——— R ———————

. BIBLIOGRAFIA
AoAc, Oficial Methods of Analysis; 14a. ed., USA (1984).

BAKER F. I; Manual de técnicas de bacteriologia; editorial Acribia, Espafia
0).

BALOWS AJJ. HAUSLER W., ETAL.; Manual of Clinical Microbiology; 5%d.;
. American Society for Microbiology; Washington, D.C. (1991).

BODEN K. MARTA AND FLOCK JAN INGMAR; Evidence for three different
nogen- binding proteins with unique propierties from Staphylococcus aureus strain
'man; Microbial Pathogenesis (Molecular and Cellular Biology of Infectious
ase); 12, 4 (1992), 289-298.

BOURGEOIS CM., LARPENT JP.; Microbiologia Alimentaria; Edit. Acribia,
Espaiia (1995).

COREY M, FAREWELL V.; Determinants of mortalitv from cystic fibrosis in
ada; Am J Epidemiol; 1996;143:1007-17.

CLARENCE A. DISCHER; Quimica Inorganica Farmacéutica; Edit. Alhambra,
Espaiia, Madnid {1968},

DIXON R, KSALOW D, MACKEL C, FULKERSON C, MOLLISON G

20Us quaternary ammonium antiseptics and disinfectants--use and misuse; JAMA
1236:2415-7.

FLORES LUNA JOSE LUIS, ETAL; Manual de Buenas Practicas de Higlene y
dad; Secretaria de Salud; México (1996).

FREEMAN BOB A.; Microbiologia de Burrows; 22ed.; editonal Interamericana
Jraw Hill; México (1989).

G. I. BARROW AND RICA FELTHAM.COWAN AND STEEL'S; Manual for
lentification of Medical Bacteria; 3° ed.; Edit. University Press Cambridge; Great
in (1993).

GOLDMANN D, KLINGER i.: Pseudomonas cepacia: Biology, mechanisms of
ence, epidemiclogy, J Pediatr.; 1986108 806-12

10!



GOVAN J, BROWN P, MADDISON J, DOHERTY C, NELSON J, DODD M,
AL.; Evidence for transmission of Pserdomonas cepacia by social contact in cystic

osis: Lancet; 1993;342:15-9.

GOVAN J, HUGHES J, VANDAMME P.; Burkholderia cepacia. medical, |

ynomic and ecofogical issues; J Med Microbiol; 1996:45:395-407.

Guia para la inspeccién de la validacion de los procesos de limpicza. FDA. |

erial recopilado por AFM.
Guia de CIPAM; Cuartos limpios; México D F. 18 de agosto de (1988).
HOMMA Y, SATO Z, HHRAYAMA F, KANNO K, SHIRAHAMA H, SUZUL

Production of antibiotics by Pseudomonas cepacia as an agent for biological control
silborne pathogens; Soil Biology and Biochemistry; 1989;21:723-8.

HYDE ], HUMPHREYS H.. Absence of Burkholderia cepacia from the
iratory tract of non-cystic fibrosis patients; Eur J Clin Microbiol Infect Dis ;
7,16:2534.

JAQUELYN G. BLACK; Microbiology Principles &Application; 3a. ed.;
orial Prentice — Hall, Inc.; EU.A. (1993).

JARVIS W, OLSON D, TABLAN O, MARTONE 1I.; The epidemiology of
comial Pseudomonas cepacia infections: endemic infections; Eur J Epidemiol ;
7;3:233-6.

JOSEPH R., RUBINO AND JANICE M. BAUER ; Hard surface carnier test for

acy testing_of disinfectants: collaborative study;, Journal of AOAC international;
. 75:4:635-645.

KING E, PARKE J.; Population density of the biocontrol agent Burkholderia
cia AMMDRI on four pea cultivars; Soil Biology and Biochemistry, 1996,

06-12.

LEBLANC D. A, ETAL; “Cleaning  Tecnology for Pharmaceutical
ufacturing”, Pharm. Tech. ; July (1993).

LEWINSON W, JAWETZ L.; Microbiologia ¢ Inmunologia Médicas evaluacion
aso; editorial Ll Manual Moderno, S, A de C. V., México (1992).

15




LIPUMA J, MORTENSEN J, DASEN, S, STULL T.; Ribotype analysis of |
mdomonas _cepacia _from__cystic__fibrosis _treatment centers; J Pediatrics; |
38;113:859-62. :

PALLERONI AND HOLMES; Proposal of Burkholderia gen. nov. and transfer of |

en species of the genus Pseudomonas homology group 11 to the new genus, with the |
¢ species Burkholderia cepacia comb. nov.; Microbiol. Immunol.; 1992, 36, 1251- |
75. ;

PITT T, KAUFMANN M, PATEL P, BENGE L, GASKIN S, LIVERMORE D ; 3

oe characterization and antibiotic susceptibility of Burkholderia (pseudomonas)

acia isolated from patients with cystic fibrosis in the United Kingdom and Republic |
reland; J Med Microbiol; 1996;44:203-10.

PRADEAN DOMINIQUE; Anilisis Quimico farmacéuticos de Medicamentos; |
torial UTEHA Noriega editores; México (1998).

Procedimientos Normalizados de Operacion (PEO’s):

P2 - 139 Procedimiento para la elaboracion de PEO’s de limpieza de areas |
¥ equipos. .
P2 - 225 Procedimiento para la preparacion de soluciones desinfectantes
del area de liquidos.
MB — 25 Evaluacién de la limpieza de equipos de produccion (analisis
microbiolégico y TOC). '
MB2 06 Método General de Prueba para la determinacion de la Actividad
de Agentes Sanitizantes.

Proyecto de NOM-060-SSA-1993, Regulacion sanitania para establecimiento de la
1stria quimico-farmacéutica.

R. MORRIS; Reduction of microbial levels in sew age effluents using chlorine
d peracetic acid disinfectants; Wat. Sci. Tech ; 27:3-4:387-393; (1993).

SAJIAN U, SUN L, GOLDSTEIN R, FORSTNER. J.; Cable (Cbl) type 1i pili of
tic_fibrosis-associated Burkholderia (Pseudomonas) cepacia: nucleotide sequence of
¢chlA major_subunit pilin_gcne and novel morphology of the assembled appendage
rs; J Bactenol; 1995:177:1030-8.




SUN L, JIANG R-Z, STEINBACH S, HOLMES A, CAMPANELLI C,
ISTNER J, ET AL, The emergence of a highly transmissible lineage of chl’

wdomonas {(Burkholderia) cepacia causing CF ceptre epidemics in North America
Britain; Nat Med; 1995;1:661-6.

TABLAN O, CHORBA T, SCHIDLOW D, WHITE J, BARDY K, GILLIGAN P,
AL.; Pseudomonas cepacia colonization in patients with cystic fibrosis: risk factors
clinical outcome; J Pediatr; 1984;107:382-7.

TABLAN O, MARTONE W, COERSHUK D, STERN R, THOMASSEN MIJ,
NGER J, ET AL.; Colonization of the respiratory tract with Pseudomonas cepacia
ystic fibrosis; Chest; 1987;91:527-32.

THOMASSEN MJ, DEMKO C, DOERSHUK C, STERN R, KLINGER J,;

«domonas cepacia: decrease m colonization in patients with cystic fibrosis; Am Rev
pir Dis; 1986:134:669-71.

THOMASSEN MJ, DEMKO C, KLINGER, J, STERN, R.; Pseudomonas cepacia

mization among patients with cystic fibrosis—a new opportunist; Am Rev Respir
11985;131:791-6.

TORTORA J. GERARD, ETAL; Microbiology An Introduction. 5a. ed.; Editorial
jamin/Cummings Publishind; Canada (1995).

VANDAMME P, HOLMES B, VANCANNEYT M, COENYE T, HOSTE B,
JPMAN R, ET AL.; Occurrence of multiple genomovars of Burkholderia cepacia in
ic fibrosis patients and proposal of Burkholderia muitivorans sp nov.; Int J Syst
teriol; 1997:47:1188-200.

104




	Portada

	Índice

	I. Fundamentación Teórica

	III. Objetivos

	IV. Hipótesis

	V. Metodología General

	VI. Desarrollo Experimental

	VII. Resultado

	VIII. Discusión y Resultados

	IX. Conclusión

	X. Propuesta del Ciclo de Sanitizantes

	XI. Recomendaciones

	XII. Anexos

	Bibliografía


