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RESUMEN

El presente estudio se realizd con la finalidad de evaluar los diferentes
métodos de monitoreo de superficies realizados en la industria farmacéutica
2016 — 2017. Se efectué un estudio de Campo, Descriptiva — Longitudinal,
Cualitativa y Aplicada. Para ello se evalu6 los parametros segun La farmacopea
de los Estados Unidos (USP 40 NF 35) <1223>Validacion de Métodos
microbiol6gicos alternativos, se eligi6 microorganismos similares a los
eventualmente encontrados (Estandar biolégicos) en los procesos de
manufactura de los productos farmacéuticos, se evaluo el material de trabajo, se
definio los niveles de deteccion y se aplico a los diferentes métodos de monitoreo
superficie en evaluacion. Se observa que si bien los métodos no presentan
resultados homogéneos; Se considera el método que presenta mayor
porcentaje (%) de recobro, en mas de una ATCC. Es el método Hisopo Regular
de Plastico Punta de Nylon suave Estéril Floqueado + Solucion Amortiguadora
de Cloruro de sodio — Peptona. ATCC 9027(15.30%); ATCC 6538 (41%) y ATCC
8739(17.4%).

Es por ello que el presente estudio permite conocer la importancia de
identificar y evaluar los métodos propuestos para la industria farmacéutica, la
cual siempre esta en constante mejora e innovando en métodos para la agilizar
resultados. La finalidad es evitar los falsos positivos o negativos y garantizar la

calidad e inocuidad de los productos farmacéuticos.

Palabras Claves: Validacion, Método de Monitoreo Superficie, Hisopo

Regular de Plastico Punta de Nylon suave Estéril Floqueado.



SUMMARY

The present study was carried out with the purpose of evaluating the
different methods of surface monitoring carried out in the pharmaceutical industry
2016 - 2017. A Field, Descriptive - Longitudinal, Qualitative and Applied study
was carried out. To this end, the parameters were evaluated according to the
United States Pharmacopoeia (USP 40 NF 35) <1223> Validation of alternative
microbiological methods, microorganisms similar to those found were selected
(biological standard) in the manufacturing processes of pharmaceutical products,
it was evaluated that the working material, the levels of detection were defined
and applied to the different methods of surface monitoring in evaluation. It is
observed that although the methods do not present homogeneous results; It is
considered the method that presents the highest percentage (%) of recovery, in
more than one ATCC. It is the Regular Hyssop method of Plastic Soft Nylon Point
Sterile Flocked + Shock absorber Solution Sodium Chloride - Peptone. ATCC
9027 (15.30%); ATCC 6538 (41%) and ATCC 8739 (17.4%).

That is why this study us to know the importance of importance of
identifying and evaluating the proposed methods for the pharmaceutical industry,
which is always in constant improvement and innovating in methods to streamline
results. The purpose is to avoid false positives or negatives and to guarantee the

quality and safety of pharmaceutical products.

Key Words: Validation, Surface Monitoring Method, Regular Plastic Swab
Soft Sterile Nylon Tip Flocked.
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l. INTRODUCCION

Los controles microbiologicos en la industria farmacéutica constituyen
exigencias que permiten conocer la carga microbiana real de las distintas areas
en donde se fabrica, envasa y acondiciona el producto farmacéutico, varian
dependiendo la clasificacién del area, la calidad de los productos farmacéuticos,
tal que sean seguros para la poblacién.

Existen muchos métodos para el monitoreo de superficie en las areas de
fabricacion de la industria farmacéutica y de la industria de alimentos. Los
meétodos utilizados en la industria farmacéutica permitieron el control de los
procesos de limpieza; en la actualidad, los fabricantes de insumos y materiales
para la industria farmacéutica han poblado el mercado Genlab ), permitiendo
cumplir con las exigencias de la Autoridad Sanitaria y los requerimientos
planteados en las obras oficiales de referencia (como ejemplo. Farmacopea —
Estados Unidos USP 40 NF 35) 1116<CONTROLES MICROBIOLOGICOS Y
MONITOREO DE AMBIENTES DE PROCESAMIENTOS ASEPTICOS>. @
Acorde al crecimiento de la industria farmacéutica en el Perl que exige contar
con resultados confiables y certeros; garantizando la seguridad y control en cada
etapa, hasta la obtencién del producto farmacéutico.

En la Industria Farmacéutica se estd iniciando el uso de métodos
innovadores, entre los cuales se encuentran los denominados kits estériles de
superficie, utilizados también en la industria de alimentos, como el hisopo regular
de plastico punta de nylon suave estéril flogueado y soluciones
acompanantes®, que permite la practicidad de uso y la obtencion de resultados
cuali — cuantitativos; Teniendo en cuenta, que cada método nuevo, debe ser
probado a fin de confrontar la propia documentacion de referencia y la exigencia
del Laboratorio Farmacéutico.

Adicionalmente los pardmetros deben ser reproducibles y tener un
porcentaje (%) de recobro del crecimiento microbiano, ademas de caracteristicas
morfologicas similares a los establecidos por los organismos de coleccion
microbioldgica, garantizando una respuesta confiable (organismos de cultivo de
referencia) como ejemplo: American Type Culture Collection (ATCC).

La investigacion se realiz6 en un laboratorio farmacéutico con el propésito

de validar los métodos de monitoreo de superficie Hisopo Aplicador con punta



de Algodon + Caldo Peptona Lecitina Polisorbato, Hisopo Regular de Plastico
Punta de Nylon suave Estéril Floqueado y soluciones acomparfantes , Hisopo
Regular de Plastico Punta de Nylon suave Estéril Floqueado + Solucion
Amortiguadora de Cloruro de Sodio — Peptona e Hisopo Regular de Plastico

Punta de Nylon suave Estéril Floqueado + Caldo Peptona Lecitina Polisorbato.



1.1. Planteamiento del problema

1.2.

1.3. Objetivos

¢,Cual es el método analitico de monitoreo de superficie por hisopado

empleado en la industria farmacéutica con mayor porcentaje (%) de

recobro, tal que permita su posterior validacion e implementacion?

Justificacion

1.2.1.

1.2.2.

1.2.3.

1.3.1.

Aspecto salud

Minimizar las posibles causas de contaminacion
microbiana en los procesos de elaboraciéon de los
productos farmaceéuticos.

Garantizar productos inocuos, de calidad que ayuden a la

salud de la poblacion peruana.

Aspecto metodoldgico

Validar el primer método analitico microbiolégico en el
Laboratorio Farmaceéutico.

Validar un método analitico capaz de tener un recobro <
50% de Unidades formadoras de colonia (UFC), frente a

un estandar de referencia Cepa ATCC.

Aspecto procedimental

Implementar el procedimiento para el Monitoreo de
superficie por Hisopado en el Laboratorio Farmacéutico.
Capacitar al personal en el procedimiento para el
Monitoreo de superficie por Hisopado en el Laboratorio

Farmacéutico.

Objetivo general

Validar el método analitico de monitoreo de superficie por
hisopado en el industria farmacéutica con mayor

porcentaje (%) de recobro.

1.3.2. Objetivos especificos

Determinar el porcentaje (%) de recobro del método
analitico de monitoreo de superficie por Hisopo Aplicador

con punta de Algodén + Caldo Peptona Lecitina

3



Polisorbato, tal que permita su posterior validacion en la
industria farmacéutica.

Determinar el porcentaje (%) de recobro del método
analitico de monitoreo de superficie por Hisopo Regular
de Plastico Punta de Nylon suave Estéril Floqueado y
soluciones acompafantes, tal que permita su posterior
validacion en la industria farmacéutica.

Determinar el porcentaje (%) de recobro del método
analitico de monitoreo de superficie por Hisopo Regular
de Plastico Punta de Nylon suave Estéril Floqueado
+Solucion Amortiguadora de Cloruro de Sodio — Peptona,
tal que permita su posterior validacion en la industria
farmacéutica.

Determinar el porcentaje (%) de recobro del método
analitico de monitoreo de superficie por Hisopo Regular
de Plastico Punta de Nylon suave Estéril Floqueado +
Caldo Peptona Lecitina Polisorbato, tal que permita su
posterior validaciéon en la industria farmacéutica.
Determinar el porcentaje de recobro de cada uno de los
métodos analiticos de monitoreo de superficie Hisopo
Aplicador con punta de Algodén + Caldo Peptona Lecitina
Polisorbato, Hisopo Regular de Plastico Punta de Nylon
suave Estéril Floqueado y soluciones acompafiantes,
Hisopo Regular de Plastico Punta de Nylon suave Estéril
Flogueado + Solucion Amortiguadora de Cloruro de Sodio
— Peptona e Hisopo Regular de Plastico Punta de Nylon
suave Estéril Floqueado + Caldo Peptona Lecitina
Polisorbato.

Determinar el método analitico por hisopado con mayor
porcentaje (%) de recobro.

Definir los parametros de validacién del método analitico
con mayor porcentaje (%) de recobro, segun la obra oficial
Vigente. (Farmacopea — Estados Unidos USP 40 NF 35).



MARCO TEORICO
2.1. Antecedentes

2.1.1.

2.1.2.

Nacionales

H. Enrigue Medina Reyna, W. Alfredo Jara Torres;
Validacion de un sistema de tratamiento de agua grado
inyectable.

Medina, H., en su estudio sobre Validacion de un sistema
de tratamiento de agua grado inyectable. Evalta todos los
sistemas y parametros que aplican al agua grado
inyectable (pH, conductividad, metales pesados Yy
recuento microbiano) por un tiempo determinado y
mediante resultados estadisticos resuelve la conformidad
del proceso en conjunto para la elaboracion de sus
productos inyectables. (3)

Direccion General Medicamentos, Insumo y Drogas
(Digemid)-Perq, reporta no conformidades procedentes
de analisis de control de calidad, de muestras
pesquisadas a empresas farmaceéuticas cuyos resultados
adversos referidos a pruebas microbioldgicas se han
dado segun como sigue:

Solucion Concentrada Basica Para Hemodialisis
(Galonera x 4000 mL) Lote: 006516, NG-2491 Laboratorios
PER S.A.C — PERU, No conforme para los ensayos de
Contaminacion Microbiana (2007). )

Direccion General Medicamentos, Insumo y Drogas
(Digemid)-Pera  -Digemid N°04-2018, Hibiclen A.V
Espuma 2% Laboratorios Roker Pert S.A, No conforme

ensayos de limite microbiano. ®

Internacionales

C. Gutiérrez Arcila; Validacion del proceso de limpieza y
sanitizacion de un &rea de envase de produccion de

vacunas bioldgicas.



Gutiérrez, C., en su estudio de validacion del proceso de
limpieza y sanitizacion de un area de envase de
produccion de vacunas bioldgicas, destaca los
parametros de una validacion tanto en areas como en
equipos, relacionados al proceso de manufactura de
vacunas biologicas, haciendo uso del método placas de
contacto Petri film e Hisopos quick swap, con lo cual se
confirma la importancia del método aludido para el logro
de un proceso estandarizado y bajo control. (6)

E. Garcia Montoya; Pérez Lozano; Validacion de los
procesos de limpieza en la industria farmacéutica,
mediante la aplicacion del analisis de riesgo, seguridad
toxicologica y UPLC.

Garcia, E., en su estudio sobre Validacion de los procesos
de limpieza en la industria farmacéutica, mediante la
aplicaciéon del analisis de riesgo, seguridad toxicoldgica y
UPLC, destaca los parametros de una validacion en las
diferentes areas, equipos. Controla las diversas
contaminaciones presentes en los procesos de
manufactura (quimica o microbioldégica) mediante el
analisis de trazas por el método de Cromatografia Liquida
de alta eficacia (HPLC), en las indistintas formas
farmacéuticas que se fabrican en las areas de produccion.
("

M. Laura Morales Henriquez; Validacion del procedimiento
de limpieza del proceso de manufactura de caramelos de
laboratorios elmor, s.a.

Morales, M., en su estudio sobre Validacion del
procedimiento de limpieza del proceso de manufactura de
caramelos de laboratorios elmor, s.a. determina por el
método de Hisopado el porcentaje de residuo del activo
Cloruro de cetilpiridinio en areas de trabajo y equipos,
mediante el andlisis de trazas por el método de
Cromatografia Liquida de alta eficacia (HPLC), siendo este



su activo principal para la fabricaciébn de sus caramelos
masticables. ©)

Delgado, M. Escamilla, L. Pérez, A. Arias, J. Determinacion
de parametros de la contaminacién microbiana presente en
un érea de fabricacion de medicamentos estériles a base de
antibioticos B-lactamicos.

Delgado, M., en su Determinacion de parametros de la
contaminacién microbiana presente en un area de
fabricacion de medicamentos estériles a base de
antibiéticos B-lactamicos, evalla los sistemas de apoyo por
método microbioldgicos; Sedimentacion, hisopado y
contacto de placas. Determinando los limites de confianza
y aceptacion, mediante resultados obtenidos en un tiempo
determinado. ©

Administracion de Alimentos y Medicamentos de los
Estados Unidos; FOOD AND DRUG ADMINISTRATION
(FDA), reporta no conformidad IPM Herida Gel por
Edwards productos Farmacéuticos: Contaminacion
Microbiana IPM Herida Gel Lote # 3P3446 distribuido por
Edwards Pharmaceuticals Inc. La gran cantidad de MIP
de la Herida Gel puede estar contaminada con bacterias
(Pseudomonas Putida). (19

En julio de 1993 aparecio en la guia de inspeccién de la
FDA una revision sobre la validacion de limpieza. En ella
se exigi6 que en las compafilas se implementara
procedimientos generales de los procesos de limpieza
para su posterior validacién, donde se debe especificar el
procedimiento de muestreo y el método analitico usado
en la cuantificacion del residuo del producto en estudio.
(11)

Los procesos de validacion son etapas importantes y
necesarias que deben cumplirse para garantizar la
confiabilidad de un método, equipo, o proceso. Al realizar

la validacion lo que interesa es poner en evidencia que un
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método, equipo o proceso funcionan de acuerdo a lo

esperado, todo esto en base a un estudio estadistico. )

2.2. Bases Legales

2.2.1. Internacionales

Serie de Informes Técnicos No. 961 — Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) — 2011, Anexo 6, indica:

“El saneamiento de las areas limpias es especialmente
importante. Estas deben desinfectarse frecuente vy
meticulosamente de acuerdo con un programa escrito
aprobado. Donde se utilizan desinfectantes, se debe
emplear mas de un tipo. Se debe llevar a cabo un
monitoreo periddico para detectar la contaminacion o
presencia de algun organismo contra el cual el
procedimiento sanitario es ineficaz. Las interacciones
entre los diferentes materiales de limpieza deben ser
validadas. Se debe llevar a cabo la validacion adecuada
de la limpieza para garantizar la deteccion de residuos de
desinfectantes y su eliminacion mediante el proceso de

higienizacion”, 2)

2.2.2. Nacionales

Buenas practicas de Manufactura (BPM) de Productos
Farmacéuticos RESOLUCION MINISTERIAL N° 055-
99.SA/DM Febrero de 1999 Oficio N° 001-99-DG-
DIGEMID, senala que los objetivos de las buenas
practicas de manufactura incluyen la prevencion de
posible contaminaciéon y contaminacion cruzada de
materias primas y productos farmacéuticos.

Donde indica: “Los productos farmacéuticos pueden ser
contaminados por una variedad de sustancias tales como
contaminantes  asociados con  microorganismos,
productos anteriores (ingredientes farmacéuticos activos

(API) y residuos de excipientes), residuos de agentes de
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limpieza, materiales suspendidos en el aire, tales como
polvo y material particulado, lubricantes y materiales
auxiliares, tales como desinfectantes y residuos de
productos de descomposicién”.(3)

RESOLUCION MINISTERIAL N° 055-99.SA/DM Febrero
de 1999 Visto el Oficio N° 001-99-DG-DIGEMID, relativo a
la aprobacion del Manual de Buenas Préacticas de
Manufactura de Productos Farmacéuticos:

Considerando: que las denominadas Buenas Practicas de
Manufactura constituyen un conjunto de normas minimas
para la correcta fabricacion de productos Farmaceuticos,
y establecen los estandares que deben ser observados
por la industria farmacéutica para la fabricacién de sus
productos, de manera que puedan satisfacer los criterios
de calidad requeridos, a fin de cautelar la salud de la
poblacion usuaria. 14

La industria farmacéutica como un area de alto desarrollo
se encuentra en constante investigacion cientifica para
desarrollar y elaborar productos de calidad. Para asegurar
gue un producto farmacéutico cuente con las condiciones
aptas para el consumo humano, se exige que los equipos,
métodos analiticos, procesos de fabricacion y limpieza, se
encuentren validados, previniendo de esta manera la
contaminacion cruzada o la adulteracion de

medicamentos. 4



2.3. Bases Tebricas

2.3.1.

2.3.2.

Areas limpias de produccion
Ambientes microbiolégicamente controlados se usan para
diversos propdsitos dentro de la industria de los cuidados de
la salud. @
Un cuarto limpio es un ambiente controlado en el cual todo
el aire, agua y quimicos que entran son procesados para
cumplir altos estandares de pureza. Ademas, del control de
la temperatura, humedad y presion, el elemento clave es la
filtracion de aire, la cual se logra por el uso de filtros High
Efficiency Particulate Air. (HEPA).
Este tipo de locales deben disefarse, construirse, utilizarse
y mantenerse de forma adecuada y conveniente a las
operaciones que realicen en ellos. Las superficies interiores
de los componentes constructivos (paredes, techos, suelos,
pisos...) deben ser lisas, sin grietas ni fisuras. No deben
liberar particulas ni servir como soporte al crecimiento
microbioldgico y su limpieza tiene que poder realizarse de
forma facil y efectiva y en caso necesario, ser aptas para su
desinfeccion. Agentes desinfectantes de rotacion por una
posible resistencia. (9
Clasificacion
2.3.2.1. Segun la Organizacion Internacional para la
Normalizacion (1SO), las areas limpias se clasifican
en:

- ISO Clase 8/Clase 100 000 estan disefiados
para proporcionar un minimo de 20 cambios de
aire por hora. 5

- 1SO Clase 7 /Clase 10 000 estan disefiados para
proporcionar mas de 50 cambios de aire por
hora. @5

- 1SO Clase 5/Clase 100 proporcionan mas de
100 cambios de aire por hora. Los criterios para

el disefio de algunas instalaciones puede diferir.
(15)
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2.3.2.2. Segun la Agencia Espafiola de Medicamentos y

Productos Farmacéuticos (AEMPS):

- Grado A: Zona donde se realizan operaciones

de alto riesgo tales como la zona de llenado, de
bandejas de tapones, de ampollas y viales
abiertos y de realizacion de conexiones
asépticas. Normalmente estas condiciones son
provistas por estaciones de trabajo de flujo
laminar. Los sistemas de flujo laminar deben
proporcionar una velocidad homogénea del aire
en un intervalo de 0,36 — 0,54 m/s (valor
orientativo) a nivel del punto de trabajo en
entorno abierto. Debe demostrarse y validarse el
mantenimiento de la laminaridad. Se puede
utilizar un flujo de aire unidireccional vy
velocidades mas bajas en aisladores cerrados y
con guantes.6)

Grado B: Entorno para la zona de grado A en el
caso de preparacion y llenado asépticos. 16

Grados C y D: Zonas limpias para realizar fases

menos criticas de la fabricacion de productos

estériles. (16)

Tabla N° 1: Clasificacion de areas y Limites requeridos

para monitoreo microbiol6gicos

Limites recomendados de la contaminacion microbiana (a)

Grado | muestra |placasde placas de impresion de
de aire sedimentacion contacto guantes 5
ufe/m?® (diametro 90 mm) | (diametro 55 mm) | dedos

ufe/4 horas (b) ufe/placa ufc/guante

A <1 <1 <1 <1

B 10 5 5

C 100 50 25 -

D 200 100 50 -

Fuentes: BPM, ISO y AEMPS. (12 15.16)
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2.4. Agentes Quimicos utilizados en la industria farmacéutica

2.4.1.

Clasificacion

24.1.1.

2.4.1.2.

2.4.1.3.

2.4.1.4.

Agente Esporicida

Agente que destruye esporas fungicas y bacterianas
cuando se usa en una concentracion suficiente
durante un tiempo de contacto especifico. Se espera
que mate todo microorganismo vegetativo. 7)
Agente Sanitizante

Agente que reduce, en superficies inanimadas, la
cantidad de toda forma de vida microbiana,
incluyendo hongos, virus y bacterias. 17

Agente Desinfectante

Agente fisico o quimico que al aplicarse sobre una
superficie destruye o elimina formas vegetativas
microorganismos nocivos. 7

Desinfectante Quimico

Agente guimico que se emplea en superficies y
objetos inanimados para destruir virus, bacterias y
hongos infecciosos, aunque no necesariamente
sus esporas. Los agentes antivirales y esporicidas
pueden considerarse como una clase especial de
desinfectantes. 7)

Tabla N° 2: Clasificacion General de Antisépticos,

Desinfectantes y Agentes Esporicidas.

Entidad Quimica

Clasificacion Ejemplo

Aldehidos

Agente esporicida Glutaraldehido al 2%

Alcoholes

- Desinfectante de uso general, antiséptico y
agente antiviral

Aleohol isoprapilico al 70%, alcohol &l 70%

Cloro e hipoclorito de sodio Agente esporicida Hipoclorito de sodio al 0,5% .
Fendlicos Desinfectante de uso general 500 g por g de Clorocresal, 500 g por g de cloroxile-
nal

Ozono Agente esporicida 8% de Gas en peso

Perdxido de hidrégena Esteriizante de fase vapor, agente esporicida | 4 pg por g de H,0, vapor, solucin del 10% al 25%, so-
| liquida, antiséE’dco lucidn al 3%

Biguanidas sustituidas Agente antiséptico Clucanato de clorhexidina al 0,5%

Acido peracético Esteriizane liquido, esteriizante de fase vapor | Acido peracéico al 0,2%, 1 ug por g de dcido peracético

Oni dﬁ ﬂe etileno

Esterilizante de fase vapor

800 ug por g de Oxido de effleno

Compuestos de amonio cuaternario

Desinfectante de uso general y antiséptico

Concentracién dependente de la aplicacin, Cloruro de
benzalconio

f -Propialactona

Agente esparicida

100 g por g de f -Propiolactona

Fuente: USP 40 NF 35 Capitulo <1072> Desinfectantes y
Antisépticos. 47
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2.4.2.

2.4.3.

Eficacia
La actividad de un desinfectante biocida intrinseca depende,
la concentracion del desinfectante, el tiempo de contacto, la
naturaleza de la superficie desinfectada, la dureza del agua
usada para diluir el desinfectante, la cantidad de material
organico presente en la superficie, y el tipo y la cantidad de
microorganismos presentes. Conforme a la Ley Federal de
Insecticidas, Fungicidas y Rodenticidas (Federal Insecticide,
Fungicide, and Rodenticide Act o FIFRA, por sus siglas en
inglés), la Agencia de Proteccion Ambiental de los EE.UU.
(EPA) registra los desinfectantes quimicos que se
comercializan en los Estados Unidos y exige que los
fabricantes suministren informacion del producto en cuanto
a la dilucién de uso, el tipo de microorganismos que eliminan
y el tiempo de contacto necesario. Ciertos esterilizantes
quimicos liquidos que se destinan al uso en dispositivos
médicos criticos 0 semicriticos se encuentran definidos y
regulados por la Administracibon de Alimentos vy
Medicamentos de los EE.UU. (FDA). 17
Agentes Quimicos mas utilizados
2.4.3.1. Alcoholes

Los alcoholes mas usados son el etanol y el

isopropanol, ambos se usan al 70 % dado que a esa

concentracion  expresan su  mayor  poder

desinfectante. Ejercen su accién dafiando
membranas celulares y desestabilizando proteinas.
(18)
2.4.3.2. Glutaraldehido

Al igual que el agente anterior el Glutaraldehido
gjerce su accion frente a diferentes grupos
funcionales de macromoléculas, pero ademas al ser
una molécula divalente (con dos grupos reactivos),
tiene una fuerte unién a grupos amino de pared y
membrana celular, e inhibe funciones como el

13



2.4.3.3.

2.4.3.4.

transporte de electrones. Sus dos funciones aldehido
tienen la distancia Optima para producir
entrecruzamiento en la cadena de DNA. (18)
Haldégenos

En esta categoria ubicamos a agentes que generan
cloro activo como: Hipoclorito de sodio, Dioxido de
cloro, Dicloroisocianurato, CloraminaT, etc. En
todos los casos, dado que actlan a través del cloro
activo, son productos oxidantes que ejercen su
efecto  oxidando grupos funcionales de
macromoléculas. Son agentes de alto nivel, con una
multiplicidad de usos. (18

Amonios cuaternarios

Es el grupo que mas se desarrollé en los ultimos
afios siendo los mas utilizados en diversas
aplicaciones. Su accion se ejerce en varias etapas,
la primera es la adsorcion a la pared bacteriana,
luego reacciona con la membrana plasmética
conduciendo a su desorganizacién, con la
consecuente pérdida de solutos de bajo peso
molecular; la accién prosigue con degradacion de
macromoléculas vy lisis celular. (18

Tabla N° 3: Mecanismo de la Actividad de los
Desinfectantes Contra Células Microbianas.

Objetivo Desinfectante

Pared celular

Formaldehido, hipoclorito y glutaraldehido '

Membrana citoplasméitica, accidn sobre el potencial de membrana Anilidas y hexaclorofeno

nes

Enzimas de membrana, accién sobre la cadena de transporte de electro- | Hexaclorofeno

Accidn sobre el ATP Clorhexidina y dxido de etleno

Accidn sobre enzimas con grupos -SH Orido de etlen, glutaraldehido, perdxido de hidrdgeno, hipoclorito y
. yodo

Accion sobre la permeabilidad general de membrana Aleoholes, clorhexidina y compuestos de amonio cuaternario

Contenido de las células, coagulacién general Clarhexidina, aldehidos y compuestas de amanio cuaternario

Ribosomas Perdxido de hidrégena

Acidos nucleicas Hipodloritos

Crupos tiol Oxido de etleno, glutaraldehido, perdxido de hidrdgeno e hipoclorito

Crupos amino

Gxido de etleno, glutatadehido e hipocorito

Oxidacion general Hipoclorito

Fuente: USP 40 NF 35 Capitulo <1072> Desinfectantes y

Antisépticos. @7
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2.5. Métodos microbiolégicos —toma de muestra

2.5.1.

Muestreo de microorganismos del aire
El monitoreo ambiental es uno de los varios elementos clave
requeridos para asegurar que un area de procesamiento
aséptico se mantiene en un nivel de control adecuado. El
monitoreo es un ejercicio cualitativo e, incluso en las
aplicaciones mas criticas como el procesamiento aséptico,
las conclusiones relacionadas con la aceptabilidad del lote
no deben ser formuladas basandose Unicamente en los
resultados del muestreo ambiental. Los ambientes
esencialmente libres de operadores humanos por lo general
presentan tasas iniciales de contaminacion bajas y
mantienen bajos niveles de contaminacién microbiana. Los
cuartos limpios de escala humana presentan un panorama
muy distinto. Los estudios muestran de manera concluyente
gue los operadores, incluso con el empleo cuidadoso y
correcto de vestimentas, desprenden continuamente
microorganismos en el ambiente. Por consiguiente, no
resulta razonable asumir que en todo momento se
observardn muestras que no produzcan colonias, incluso en
la zona critica o en superficies criticas. @
2.5.1.1. Clasificacion
a. Muestreador de Aire de Ranura-Agar (STA,
por sus siglas en inglés)
La unidad esta impulsada por una fuente
acoplada de vacio controlable. La toma de aire
se hace a través de una ranura estandarizada
debajo de la cual se coloca una placa de Petri
gue gira lentamente y que contiene agar
nutritivo. Las particulas en el aire que tienen
una masa suficiente impactan la superficie del
agar y permite el crecimiento de los

organismos viables. A menudo se usa una
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toma de aire remota para no alterar el flujo de
aire unidireccional.

Impactador de Tamiz

Este aparato consiste en un recipiente
disefiado para alojar una placa de Petri con
agar nutritivo. La cubierta de la unidad esta
perforada con aberturas de un tamafo
predeterminado. Una bomba de vacio toma un
volumen conocido de aire a través de la
cubierta y las particulas del aire que contienen
microorganismos impactan el medio de agar de
la placa dé Petri. Algunos muestreadores
disponen de una serie de tamices en cascada,
con perforaciones de tamafio decreciente.
Estas unidades permiten determinar la
distribucion del intervalo de tamafios de
particulas que contienen microorganismos
viables, basandose en el tamafio de las
perforaciones que atraviesan las particulas
para aterrizar en las placas de agar. ?

Placas de Sedimentacion

Este método aun se utiliza ampliamente como
una manera simple y econémica de evaluar
cualitativamente los ambientes durante
tiempos de exposicion prolongados. Los datos
publicados indican que las placas de
sedimentacion, al exponerlas durante periodos
de 4 a 5 horas, pueden proveer un limite de
deteccion para una evaluacion adecuada del
ambiente  aséptico. Las placas de
sedimentacion pueden ser particularmente
Utiles en areas criticas en las que el muestreo
puede ser intrusivo y representar un riesgo

para la operacion aséptica. @
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2.5.2.

Muestreo de Superficie

Otro componente del programa de control microbiano en
ambientes controlados es el muestreo de las superficies de
equipo, instalaciones y personal. La estandarizacion de los
métodos y procedimientos para muestreo de superficies no ha
sido tratada de manera tan amplia en la industria farmacéutica
como la estandarizacion de los procedimientos para muestreo
del aire. El muestreo de superficies puede llevarse a cabo

mediante placas de contacto o por el método de hisopado. @

2.5.2.1. Clasificacion
a. Meétodo de hisopado
Este método es elegido cuando se tienen
superficies a muestrear irregulares. El hisopo
una vez pasado por la superficie, es colocado
en un apropiado diluyente y la estimacion de
microorganismos es realizada por plaqueo de
una alicuota en agar nutritivo. La superficie a
muestrear es previamente establecida.
Generalmente se muestrean superficies de
entre 25 a 30 cm?. Los hisopos pueden ser de
distintos materiales, tales como algodon,
dacron, alginato de calcio, etc. Los mangos son
generalmente plasticos ya que en la industria
farmacéutica se busca evitar el uso de mangos
de madera. Existen también kits comerciales
gue proveen un hisopo que se pasa por la
superficie a controlar y luego es introducido en
un blister dejando que entre en contacto con el
gel reactivo. Una vez realizada esta operacion,
se introduce dentro de una incubadora durante
aproximadamente 16 horas y se comprueba la
presencia 0 ausencia de microorganismos

observando el cambio de color de la sustancia.
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Existen distintos tipos de kits de control
microbiolégico:  Generales, que detectan
ausencia 0 presencia de microorganismos y
Especificos para la deteccion de determinados
microorganismos tales como estafilococos,

coliformes, salmonella, etc. (18)

Tabla N° 4: Tipos de hisopos utilizados en
la industria farmacéutica.

Tipo de hisopo Caracteristicas Ventajas Desventajas
Esuna formapurade  Flexible, no acumula
) celulosa de alta electricidad estitica
Algodén cristalinidad, Es la fibra  Tiene altaresistenciaal  Desprende particulas.
delasemilla el rasgado y al frote, pran
algodonero. poder absorbente,
Sumaletia prmacshygpsoritn dela Baja resistencia en
Ravin clulosa de la madera humedad himedo, arden con
! @ abetn,'lg cul “Estabilidad facilidad, se cargan de
mezclacon oS MO Tagg sedosy electricidad estitica
nitrico o sulfiirico. )

Resistente. Ficil de

El Politereftalato de el secado i,

etileno es un polimero

Dacrén que st obtizse modiae resistente a lamayoria S gran densidad
" e los productos BNCArece Su coste,
una reaceion de d Lo prodick !
) - quimicos, a! abrasién.
policondznsacion.

Fuente: Manual de microbiologia aplicada a la
industria farmacéutica cosméticay de productos
médicos. 9

b. Método de lavado y plaqueo
Este método permite la toma de muestras de
gran superficie, de zonas que son inaccesibles
0O que no pueden ser desmontadas
rutinariamente. Las muestras de enjuague
pueden entregar evidencia suficiente de una
limpieza adecuada cuando la accesibilidad a
las piezas de los equipos impide el muestreo
directo de la superficie. Puede ser util para
verificar la eliminacion de residuos de los
agentes de limpieza o la presencia de

contaminacion microbiana. 8
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El método consiste en hacer pasar un
diluyente, como por ejemplo, agua peptonada
al 0.1% por la superficie a controlar. Tomar una
alicuota de ese diluyente y sembrarlo en placas
de Petri, incubando un juego de placas a
temperatura de proliferacion de bacterias y otro
juego a temperatura de crecimiento de hongos.
También puede ocurrir que en lugar de
plaguear una alicuota de enjuague se haga
pasar un volumen importante de diluyente por
una membrana filtrante y sea esta membrana
la que se incube en los medios y a las
temperaturas adecuadas. (8

Método por placa rodac

El uso de placas de contacto conteniendo
nutrientes es elegido cuando las superficies a
controlar son superficies regulares. Se realiza
una presion controlada del agar de la placa sobre
la superficie y esa misma placa se incuba por un
tiempo y temperatura controlada. Las placas
pueden usarse con distintos medios de cultivo,
dependiendo la eleccién del tipo de control que
se busque realizar. Las placas pueden
comprarse listas para usar o agregarles el medio
bajo condiciones asépticas en el lugar de uso. El
medio de cultivo puede ser preparado en el lugar
de uso o es posible comprar kits comerciales que
traen viales de distintos medios estériles
dosificado para llenar una placa o varias segun

le convenga al usuario. (18
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2.6. Microorganismos de referencia, Medios de cultivo, Equipos y

Materiales

2.6.1.

2.6.2.

Microorganismos de referencia

También denominadas cepas de microorganismos control
que constituyen “‘estandar biologico”. Estos
microorganismos normalmente seran los necesarios para la

comprobacioén de los métodos de control de productos. (19

Tabla N° 5: Microorganismos de referencia segun

farmacopea.
Stphyocecs e | Foreemplo ATCC 6336, NCIB 918, CP483 o NBRC 13276
Paudomons aengiosg ' Poreepo ATCC02] NCHBELS CPALTBaNBAC
110
Echrichi ol - Poreemlo ATCC 8739, NI 8545, CI 53126 0 NRC
m
Somonel et ubsp. eneio etoar Typhimur o, como bemaa, | or ejerﬁplo ATCCIA08
Solmonel et e, etrco seoar Abony Forfempl i 100797 NCTC601 7o CR A0S
(enddobicns for ejerﬁplo Ao, N 3175 48720 NBRC 1594

Fuente: Manual de microbiologia aplicada a la industria
farmacéutica cosmética y de productos médicos. 9

La denominacion de American Type Culture Collection
(ATCC); Organizacion que se encarga: deposito,
conservacion, suministro e identificacion. Citada segun lo
descrito en La farmacopea de Estados Unidos (USP 40 NF
35); También la coleccion espafiola de cultivo tipo (CECT);

Universidad de valencia. 19

Microorganismos de trabajo

2.6.2.1. Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027)
Es un bacilo Gram negativo no fermentador de la
glucosa, y es uno de los mas importantes patogenos
dentro de los géneros Pseudomonas y Burkholderia

con respecto al numero y tipo de infecciones que
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2.6.2.2.

causa y su relacion con la alta morbilidad y
mortalidad relacionada .Este microorganismo
combina perfectamente su adaptabilidad a diferentes
ambientes con una gran variedad de factores de
virulencia. El espectro de enfermedades causadas
por este agente varia desde una infeccion superficial
de piel hasta una sepsis. La patogenicidad de
Pseudomonas aeruginosa se explica por su gran
variedad de factores de virulencia. Los individuos
inmunocomprometidos son las comunidades mas
afectadas por infecciones por P. aeruginosa y las
causas estan frecuentemente asociadas con
contaminacion de agua y de soluciones acuosas.
De ahi la importancia de investigar la presencia de
P. aeruginosa en productos farmacéuticos que van
a ser administrados por via inhalatoria y ocular
como asi también en vehiculos acuosos. Los
cosmeéticos también pueden ser vehiculo de este
microorganismo en especial los liquidos y cremas.
Pseudomonas aeruginosa y otras bacterias Gram
negativas pueden colonizar los sistemas de
purificacion de agua por la formacion de biofilms.
Estas estructuras una vez formadas son muy
dificiles de remover con el uso de agentes
sanitizantes. Los Biofilms (o biopeliculas) son
masas de microorganismos vivos 0 muertos que se
acumulan dentro de los reservorios de agua,
cafierias u otras superficies inertes como acero
inoxidable de equipos y mesadas. (19
Staphylococcus aureus (ATCC 6538)

El género Staphylococcus esta ampliamente
distribuido en la naturaleza, se lo encuentra en la
piel y mucosas de humanos y de otros primates. Es

frecuentemente encontrado en la boca, sangre,
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2.6.2.3.

glandulas mamarias, intestino, tracto genitourinario
y vias aéreas respiratorias de sus huéspedes.
Staphylococcus aureus se trata de un coco Gram
positivo perteneciente a la familia Micrococcaceae.
Esta bien documentado que S. aureus es un
patdgeno oportunista humano y es una de las
mayores causas de infecciones agudas vy
piogénicas; si no es tratada, puede extenderse al
tejido circundante o por via de una bacteriemia a
otros oOrganos. Muchas de las infecciones
causadas por S. aureus envuelven la piel con
episodios de celulitis, impétigo, e infecciones post
operatorias en diversos sitios. Otras infecciones
mayores en las que estd implicado este
microorganismo son: bacteriemia, neumonia,
osteomielitis, endocarditis aguda, meningitis,
abscesos en musculo, entre otros. La presencia del
genero Staphylococcus y particularmente S.
aureus en una materia prima o producto
farmacéutico o cosmético, indica que la fuente de
contaminacion puede ser humana, o sea los
operadores. Estos microorganismos pueden ser
transportados por el polvo, piel, ropa y microgotas
de humedad que se generan al moverse, hablar y
estornudar. 9

Escherichia coli (ATCC 8739)

La familia Enterobacteriaceae son bacilos Gram
negativos anaerobios facultativos que fermentan la
glucosa. Las enterobacterias estdn ampliamente
distribuidas en plantas, suelos y en el intestino de
humanos y animales. Estan asociados con muchos
tipos de infecciones como abscesos, neumonia,
meningitis, septicemia e infecciones intestinales,

urinarias y heridas. Escherichia coli es parte de la
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flora normal fecal de humanos y animales
inferiores, Sin embargo algunas cepas pueden
producir infecciones del tracto urinario, de heridas
y entéricas, ocasionalmente pueden producir

septicemia y meningitis. (19

2.7. Medios de cultivo
Es aquella solucion que contiene los nutrientes necesarios para
recuperar, multiplicar, aislar e identificar los microorganismos bajo
las condiciones favorables de temperatura y pH. Debido a la
variabilidad de los resultados microbiolégicos, el tema de los medios
de cultivo juega un rol importante, junto a otros principios, dentro de
las buenas préacticas de un laboratorio de Microbiologia. Ya que un
medio de cultivo es la base para la mayoria de los andlisis
microbiologicos, todo lo referente a su calidad es critico para el éxito
de un laboratorio de Microbiologia. %
El desarrollo adecuado de los microorganismos en un medio de
cultivo se ve afectado por una serie de factores de gran importancia
y que, en algunos casos, son completamente ajenos al propio medio.
(20)
2.7.1. Caracteristicas
a. Disponibilidad de nutrientes adecuados
Un medio de cultivo adecuado para la investigacion
microbiolégica ha de contener como minimo, carbono,
nitrégeno, azufre, fosforo y sales inorganicas. En
muchos casos seran necesarias ciertas vitaminas y
otras sustancias inductoras del crecimiento. Todas estas
sustancias se suministraban originalmente en forma de
infusiones de carne, extractos de carne o extractos de
levadura. Sin embargo, la preparacion de estas
sustancias para su aplicacion a los medios de cultivo
provocaba la pérdida de los factores nutritivos labiles.
Actualmente, la forma mas extendida de aportar estas
sustancias a los medios es utilizar peptona que,
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ademas, representa una fuente facilmente asequible de
nitrogeno y carbén ya que la mayoria de los
microorganismos, que no suelen utilizar directamente
las proteinas naturales, tienen capacidad de atacar los
aminoacidos y otros compuestos mas simples de
nitrégeno presentes en la peptona. (8

Muy a menudo se afiaden al medio de cultivo ciertos
colorantes, bien como indicadores de ciertas actividades
metabdlicas o bien por sus capacidades de actuar como
inhibidores selectivos de ciertos microorganismos. 8
Consistencia adecuada del medio

Actualmente los medios soélidos son de uso universal,
por su versatilidad y comodidad, pero hay también gran
cantidad de medios liquidos cuyo uso esta ampliamente
extendido en el laboratorio. (18

Presencia (o0 ausencia) de oxigeno y otros gases
Gran cantidad de bacterias pueden crecer en una
atmosfera con tension de oxigeno normal. Algunas
pueden obtener el oxigeno directamente de variados
sustratos. Pero los microorganismos anaerobios
estrictos s6lo se desarrollardn adecuadamente en una
atmosfera sin  oxigeno ambiental. En un punto
intermedio, los microorganismos microaerofilos crecen
mejor en condiciones atmosféricas parcialmente
anaerobias (tension de oxigeno muy reducida), mientras
los anaerobios facultativos tienen un metabolismo capaz
de adaptarse a cualquiera de las citadas condiciones. (8)
Condiciones adecuadas de humedad

Un nivel minimo de humedad, tanto en el medio como
en la atmésfera, es imprescindible para un buen
desarrollo de las células vegetativas microbianas en los
cultivos. Hay que prever el mantenimiento de estas
condiciones minimas en las estufas de cultivo a 35-37°C

cuando sea necesario que mantenga la humedad
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necesaria para el crecimiento de los cultivos y evitar asi
que se deseque el medio. 8

e. Luz ambiental
La mayoria de los microorganismos crecen mucho mejor
en la oscuridad que en presencia de luz solar. Hay
excepciones evidentes como seria el caso de los
microorganismos fotosintéticos. (18)

f. pH
La concentracion de iones hidrégeno es muy importante
para el crecimiento de los microorganismos. La mayoria
de ellos se desarrollan mejor en medios con un pH
neutro, aunque los hay que requieren medios mas o
menos acidos. No se debe olvidar que la presencia de
acidos o bases en cantidades que no impiden el
crecimiento bacteriano pueden sin embargo inhibirlo o
incluso alterar sus procesos metabdlicos normales. 18)

g. Esterilidad del medio
Todos los medios de cultivo han de estar perfectamente
estériles: Para evitar la aparicion de formas de vida que
puedan alterar, enmascarar o incluso impedir el
crecimiento microbiano normal del o de los especimenes
inoculados en dichos medios. Para que el resultado
obtenido sea el correspondiente al nivel de

contaminacion de la muestra a analizar. 9

2.7.2. Clasificacion
2.7.2.1. Segln su consistencia

a. Medios liquidos
Como se presentan en ese estado son
llamados también caldos. 8

b. Medios sélidos
Se preparan a travées de medios liquidos
agregandoles un agente gelificante. Los mas

utilizados con la gelatina y el agar. La gelatina
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es una proteina animal obtenida de los huesos.
Tiene la limitacion de que es hidrolizada por
muchas bacterias y porque su punto de fusion
es bajo. 18

c. Medios semisolidos
Se preparan a partir de los medios liquidos
agregandoles un agente solidificante en una
proporcién menor que para preparar medios
sélidos. Uno de sus principales usos es para la
investigacion de la movilidad de los
microorganismos. Poseen 0,15 % de agar. 18

2.7.2.2. Segun su utilizacién

a. Medios comunes
Son aquellos que poseen los componentes
minimos para que pueda producirse el
crecimiento de microorganismos que no
necesiten requerimientos especiales. El mas
conocido es el agar nutritivo o agar comun,
resultante de la adicion de agar al caldo
nutritivo. 18)

b. Medios de enriquecimiento
Son aquellos que, ademas de las sustancias
nutritivas normales, incorporan una serie de
factores indispensables para el crecimiento de
microorganismos exigentes o fastidiosos. Este
enriquecimiento se hace por agregado de por
ejemplo: sangre, leche, bilis, huevo, etc. (18

c. Medios selectivos
Son aquellos utilizados para favorecer el
crecimiento de ciertas bacterias inhibiendo el
desarrollo de otras, ya que poseen una
sustancia inhibitoria. Ejemplo: el agar

MacConkey posee sales biliares y cristal
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violeta que inhiben las bacterias gram
positivas. (18)

d. Medios diferenciales
Se utilizan para poner en evidencia
caracteristicas bioquimicas que ayuden a
diferenciar géneros o especies. Contienen
compuestos quimicos o indicadores sobre los
que determinados microorganismos adquieren
coloraciones especificas o reaccionan de una
manera determinada. ()

e. Medios de transporte
Se usan por ejemplo para el transporte de
muestras clinicas e hisopos que fueron
utilizados en el control de superficies que no
pueden sembrarse inmediatamente. (8

2.7.2.3. Segun su composicion

a. Medios complejos o indefinidos
Son aquellos cuya composicién quimica exacta
se desconoce ya que son el producto de
realizar infusiones y extractos de materiales
naturales complejos. Son medios muy ricos
nutricionalmente aunque indefinidos
guimicamente. (18)

b. Medios sintéticos o definidos
Son aquellos que contienen en su composicién
exclusivamente sustancias guimicas
conocidas y disueltas en agua en proporciones
determinadas, resultando un medio de

composicion perfectamente definida. (18
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2.7.2.4. Segln su origen

a.

Naturales

Son los preparados a partir de sustancias
naturales de origen animal o vegetal. (18)
Sintéticos

Son los que contienen una composicion quimica
cuali y cuantitativamente definida.

Se utilizan para obtener resultados
reproducibles. (18)

Semisintéticos

Son los medios sintéticos a los cuales se les
agregan factores de crecimiento bajo una
forma de extracto organico complejo, como por

ejemplo extracto de levadura. 8

2.7.3. Preparacion de medios de cultivo
2.7.3.1. Medio liquido

a.

Solucion Amortiguadora de Cloruro de
Sodio — Peptona de pH 7,0 (AP) 0
Fundamento:

El agua Peptonada Bufferada mantiene un pH
alto durante el periodo de preenriquecimiento y
anula los efectos del dafio celular que puedan
ocurrir a pH acido. Esto es particularmente
importante en las muestras de vegetales que
tienen una baja capacidad reguladora.
También puede ser utilizado para evaluar
alimentos de aves de corral. En el medio de
cultivo; la peptona es al fuente de Carbono,
nitrdgeno, vitaminas y minerales. El cloruro de
sodio el balance osmoético y los fosfatos forman

un sistema buffer que regulan el pH del medio.
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Composicion:

Fosfato Monobasico de Potasio ......... 3,69

Fosfato Bibasico de sodio Dihidrato

(Equivalente 2 0,067 M) ..................... 7,29
Clorurode Sodio .........ccevviiiiiiinenn.n. 4,39
Peptona de Carne o Caseina ............. 109

Preparacion:
Pesar 1g de AP, por 1000 ml de agua

purificada dispensar en frascos de vidrio pirex
segun el volumen de uso (90 ml, 400 ml).
Esterilizacion a 121°C por 15 minutos. Rango
de pH: 7,0 £ 0,2. Ajustar de ser necesario con
HCI 1N o NaOH 1N.

Peptona Lecitina Polisorbato (CPLP) 1
Medio de dilucion, para realizar el control
higiénico de productos no obligatoriamente
estériles.

Fundamento:

Este medio tiene la propiedad de neutralizar
desinfectantes, debido a la presencia de
lecitina de soja que neutraliza compuestos de
amonio cuaternario y el agregado de
polisorbato20 (Tween 20) que es util para
neutralizar compuestos tales como fenol,
formalina, hexaclorofeno. La combinacion de la
lecitina con el tween permite neutralizar etanol.

Composicion:

Digerido Pancreético de Caseina ....... 50,0 g

Lecitinade Soja .....ccovvviiiiiiiiiiiieene 5009
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Preparacion:
Pesar 25,0 g de CPLP, por 960 ml de agua

purificada, agregar 40 ml de polisorbato 20
(Tween 20). Dejar reposar por 5 minutos
dispensar en frascos de vidrio pyrex segun el
volumen de uso (200 ml). Esterilizacién a
121°C por 15 minutos. Rango de pH: 7,0 £ 0,2.
Ajustar de ser necesario con HC| 1N o NaOH
IN.
2.7.3.2. Medio solido
a. Agar Digerido de Caseinay Soja (TSA) ?2

Fundamento:

Contiene 2 peptonas ricas en fuentes de
nitrdgeno, obtenidas por la  hidrélisis
enzimatica de Caseina y Soja, este medio
soporta el crecimiento de una gran variedad de
microorganismos, incluyendo los exigentes
aerobios y anaerobios. La Peptona de soja
contiene azucares naturales que promocionan
el crecimiento bacteriano. El Cloruro sodico

mantiene el balance osmético.

Composicion:

Digerido Pancreético de Caseina ...... 15,0 g
Digerido Pancreatico de Soja ............. 504¢9
Clorurode Sodio ........ccovviiiiiiiiiniie. 50¢g
Peptona de Carne o Caseina ........... 15,09

Preparacion:

Pesar 40 g de TSA, por 1000 ml de agua
purificada dispensar en frascos de vidrio pyrex
segun el volumen de uso. Esterilizaciébn a
121°C por 15 minutos. Rango de pH: 7,3 £ 0,2.
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Ajustar de ser necesario con HCI 1N o NaOH
1N.

Agar Mac Conkey (MC) 23

Este medio se utiliza para el aislamiento de
bacilos Gram negativos de facil desarrollo,
aerobios y anaerobios facultativos. Permite
diferenciar bacterias que utilizan o no, lactosa
en muestras clinicas, de agua y alimentos.
Todas las especies de Ila familia
Enterobacteriaceae desarrollan en el mismo.

Fundamento:

En el medio de cultivo, las peptonas, aportan
los nutrientes necesarios para el desarrollo
bacteriano, la lactosa es el hidrato de carbono
fermentable, y la mezcla de sales biliares y el
cristal violeta son los agentes selectivos que
inhiben el desarrollo de gran parte de la flora
Gram positiva.

Por fermentacion de la lactosa, disminuye el pH
alrededor de la colonia. Esto produce un viraje
del color del indicador de pH (rojo neutro), la
absorcion en las colonias, y la precipitacion de
las sales biliares.
Los microorganismos no fermentadores de
lactosa producen colonias incoloras.

Composicion:
Peptona.........ccoooeiiiiii 50,09
Pluripeptona ..........ccoooveiiiiiiiiiiieeeeeeeins 10,0g
LactoSa ...c.vvvvii i 10,09
Mezcla de Sales Biliares ..................... 159
Clorurode Sodio .....ooovvvviiiiiiiiiin 509
AQar.. ..o 13,59

31



Preparacion:
Pesar 50,0 g de MC, por 1000 mL de agua

purificada, agrega. Dejar reposar por 5
minutos dispensar en frascos de vidrio pyrex
segun el volumen de uso (500 mL).
Esterilizacion a 121°C por 15 minutos.
Rango de pH: 7,1 £ 0,2. Ajustar de ser
necesario con HCI 1N o NaOH 1N.
Cetrimide Agar Base (CET) @4

La formula de este medio esta desarrollada
para favorecer la seleccion de P. aeruginosa y
estimular la formacién de pigmentos. Es éste
un medio muy semejante al King A, en el cual
el cloruro de magnesio y el sulfato de potasio
promueven la formacion de piocianina,
pioverdina y piomelanina de P. aeruginosa. La
cetrimida es un detergente catiénico que actia
como agente inhibidor, libera el nitrégeno vy el
fosforo de las células de casi toda la flora
acompafante, aunque inhibe también algunas
especies de Pseudomonas.

Fundamento:

Su formulacion permite el crecimiento selectivo
de Pseudomonas aeruginosa y estimula la
formacion de pigmentos. En el cual la peptona
de gelatina aporta los nutrientes para el
desarrollo microbiano. El cloruro de magnesio
y el sulfato de potasio promueven la formacion
de piocianina, pioverdina, piomelanina vy
fluoresceina de P. aeruginosa. La cetrimida es
un detergente catibnico que actla como
agente inhibidor, libera el nitrégeno y el fésforo
de las células de casi toda la flora

acompanante.
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Composicion:

Peptona de gelatina.......................... 20,09
Cloruro de magnesio...........cccccceeeeeevennn. 149
Sulfato de potasio ...............cceevveeeeene. 10,09
AGAr .o 13,6 g
Cetrimida ......oovviiii s 0,39

Preparacion:
Pesar 45,3 g de CET, adicionar 10 ml de

glicerol por 1000 ml de agua purificada,
agrega. Dejar reposar por 5 minutos dispensar
en frascos de vidrio pyrex segun el volumen de
uso (500 ml). Esterilizacion a 121°C por 15
minutos. Rango de pH: 7,2 £ 0,2. Ajustar de ser
necesario con HCI 1N o NaOH 1N.

Manitol Salado Agar (MAN) 25

Medio de Cultivo selectivo y diferencial,
utilizado para el aislamiento y diferenciacion de
estafilococos a partir de diversas muestras.
Fundamento:

En el medio de cultivo, el extracto de carne, la
peptona de carne y la tripteina, constituyen la
fuente de carbono, nitrégeno, vitaminas y
minerales que promueven el desarrollo
microbiano. El manitol es el hidrato de carbono
fermentable. El cloruro de sodio (que se
encuentra en alta concentracion) es el agente
selectivo que inhibe el desarrollo de la flora
acompanfante, el rojo fenol es el indicador de
pH y el agar es el agente solidificante. Las
bacterias que crecen en un medio con alta
concentracion de sal y fermentan el manitol,

producen acidos, con lo que modifica el pH del
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medio y vira el indicador de pH del color rojo al

amarillo.

Composicion:

Extractode carne.....................l 1,09
Peptonade carne........c.cccoeveeieiinieeennnnn. 509
Tripteina ..o 5009
Manitol ..., 10,0 g
Clorurode Sodio .........ccocevviiiiinnne. 75,049
Rojodefenol.........ccoeieviiiiiin, 0,025¢g
AQar ..o, 15,09

Preparacion:
Pesar 108,0 g de MAN, por 1000 ml de agua

purificada. Dejar reposar por 5 minutos
dispensar en frascos de vidrio pyrex segun el
volumen de uso (500 ml). Esterilizacion a
121°C por 15 minutos. Rango de pH: 7,4 £ 0,2.
Ajustar de ser necesario con HCI 1N o NaOH
1N.

2.7.4. Pruebas de control requeridas
2.7.4.1. Promocién de crecimiento

Medios solidos no selectivos, Medios solidos
selectivos. Dependiendo de la naturaleza del
medio a utilizar se inocula una porcion de inéculo
de diferente naturaleza. ()

Analizar cada partida de medio listo para usar y
cada partida de medio preparado a partir de medio
deshidratado o de los ingredientes indicados. (?¢)
“Inocular porciones / placas de Caldo Digerido de
Caseina y soja y Agar Digerido de Caseina y Soja
con un numero pequefio (no mas de 100 UFC) de

los microorganismos indicados en tabla,
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empleando una porcién / placa individual de medio
para cada uno ...” %9

“Para medios solidos, el crecimiento obtenido no
debe diferir en un factor mayor de 2 a partir del
valor calculado para un inéculo estandarizado.
Para un inéculo recién preparado, se produce un
crecimiento de microorganismos comparable al
obtenido anteriormente con una partida de medio
analizado y aprobado previamente. Los medios
liguidos son adecuados si se produce un
crecimiento claramente visible de

microorganismos...” (%6)

2.8. Equipos y materiales de laboratorio

2.8.1. Equipos de laboratorio

2.8.1.1.

Cabina de seguridad biol6gica o de Bioseguridad
Son equipos que proporcionan una barrera de
contencion para trabajar de forma segura con
agentes infecciosos. Se les conoce igualmente
bajo otras denominaciones tales como cabinas de
bioseguridad, campanas microbiologicas o
campanas de flujo laminar. Sin embargo, este
altimo término podria llevar a un lector
desprevenido a interpretaciones erréneas, por
existir equipos aparentemente similares que han
sido desarrollados para efectuar otro tipo de
actividades, en las cuales se requiere de algunas
condiciones de aislamiento que pueden no tener
nada que ver con microorganismos. Entre esta
dltima categoria estarian los denominados
‘Bancos de trabajo limpio” (horizontales o
verticales) siendo sus principales usuarios las
industrias electrénicas y farmacéuticas.

Dependiendo de su disefio y clasificacion, las
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2.8.1.2.

cabinas de seguridad biolégica son adecuadas
para proteger al: Trabajador, Medio ambiente y
Producto. @7

La proteccién se logra mediante la combinacion de
elementos electromecanicos/electrénicos (motor,
ventilador, filtro, ductos, iluminacion, etc.), y
procesos fisicos (flujo laminar, diferencias de
presiones) que impulsan el aire a través de unos
filtros especiales de gran superficie,
estratégicamente situados, que tienen una
eficiencia minima de retencion de particulas del
99,99%, cuando el tamafo de las mismas es en
promedio de 0,3 pm (micrometros). Dichos filtros
se conocen internacionalmente como filtros HEPA
y resultan adecuados para retener los aerosoles
gue se generan cuando se realizan procedimientos
experimentales con agentes biolégicos como
agitacion, centrifugacion o mezcla. ¢7)

Balanza analitica

Es un instrumento que sirve para medir la masa.
Utilizada principalmente para medir pequeias
masas. Este tipo de balanza es uno de los
instrumentos de medida mas usados en laboratorio
y de la cual dependen béasicamente todos los
resultados analiticos.

Las balanzas analiticas modernas, que pueden
ofrecer valores de precision de lectura de 0,1 pug a
0,1 mg, estan bastante desarrolladas de manera
que no es necesaria la utilizacion de cuartos
especiales para la medida del peso. Aun asi, el
simple empleo de circuitos electronicos no elimina
las interacciones del sistema con el ambiente. De
estos, los efectos fisicos son los mas importantes

porque no pueden ser suprimidos. 8
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2.8.1.3.

2.8.1.4.

Autoclave automética

Dispositivo que sirve para esterilizar material de
laboratorio, utilizando vapor de agua a alta presion
y temperatura, evitando con las altas presiones que
el agua llegue a ebullr a pesar de su alta
temperatura. El fundamento del autoclave es que
coagula las proteinas de los microorganismos
debido a la presién y temperatura. Las autoclaves
funcionan permitiendo la entrada o generacion de
vapor de agua pero restringiendo su salida, hasta
obtener una presion interna de 103 kPa, lo cual
provoca que el vapor alcance una temperatura de
121 grados centigrados. Un tiempo tipico de
esterilizacion a esta temperatura y presion es de
15-20 minutos. Las autoclaves mas modernas
permiten  realizar procesos a  mayores
temperaturas y presiones, con ciclos estandares a
134 °C a 200 kPa durante 5 min para esterilizar
material metélico; llegando incluso a realizar ciclos
de vacio para acelerar el secado del material
esterilizado. 29

Incubadora

Es un equipo disefiado para mantener una
camara a temperatura, atmoésfera y humedad
controladas, con el fin de conservar organismos
vivos en un entorno que resulte adecuado para su
crecimiento. Entre las aplicaciones mas comunes,
se citan las siguientes: incubacion de cultivos
bacteriol6gicos, virales, micoldgicos, celulares,
determinacion de la demanda biol6gica de oxigeno
(DBO) vy conservacion de biologicos. Las
incubadoras varian en complejidad y disefo.

Algunas Uunicamente controlan la temperatura,
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2.8.15.

mientras que otras, ademas, controlan la
composicion atmosférica. G0

Micropipeta

Es un instrumento de laboratorio empleado para
succionar y transferir pequefios volimenes de
liquidos y permitir su manejo en las distintas
técnicas analiticas. Los volumenes captables por
estos instrumentos varian segun el modelo: los
mas habituales, denominados p20, p200 y p1000,
admiten un maximo de 20; 200 y 1000 ul,
respectivamente. Es de destacar que el uso de
micropipetas permite emplear distintos liquidos sin
tener que lavar el aparato: para ello, se
emplean puntas desechables, de plastico, que
habitualmente son estériles. Existen varios tipos de
puntas: por ejemplo, las amarillas para pipetear
volimenes pequefios (por ejemplo, 10 ul), y las
azules para pipetear volumenes grandes (por

ejemplo, 800 pl). GV

2.8.2. Materiales de laboratorio

2.8.2.1.

2.8.2.2.

Hisopo Regular de Plastico Punta de Nylon suave
Estéril Flogueado y soluciones acompanantes *

Composicion del producto:

- 1 hisopo floqueado.
- 1 tubo de plastico con esponja impregnada con
medio de transporte.

- Vial plastico con diluyente estéril.

Hisopo Regular de Plastico Punta de Nylon suave
Estéril Floqueado
El hisopo cuenta con una punta que esta cubierta

de fibras cortas de Nylon que se encuentran
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dispuestas en forma perpendicular, lo que facilita el
proceso de elucion.
Su mango de plastico es flexible y delgado lo que
facilita en gran medida la recoleccion de las
muestras en areas de dificil acceso. Ademas es el
material mas ergondémico pues no es rigido como
el mango de plastico comun, ni frio como el mango
de aluminio.
Las fibras perpendiculares de nylon actian como
un cepillo suave y permiten una mejor recoleccion
de las muestras celulares. La accién capilar que se
lleva a cabo entre las hebras de fibra facilita la
adsorcion de la muestra liquida. ¢

2.8.2.3. Hisopo Aplicador con puntade Algodén
Cuerpo de madera con punta de algodon, no
estéril. Dimensiones 150 mm (6").
Envase: Bolsa con 100 hisopos no estériles.
Uso: Es un instrumento utilizado para recoger
muestras, para su posterior estudio, normalmente
en medicina se usa para saber que gérmenes
afecta a una infeccion, también se usa en
cosméticos y en la limpieza de conductos auditivos.
Tiene forma de bastoncillo acabado de una punta

de algodon. 33

2.9. Validacion

Establecimiento de la evidencia documental de que un
procedimiento analitico conducira, con un alto grado de seguridad, a
la obtencion de resultados precisos y exactos dentro de las
especificaciones y los atributos de calidad previamente establecidos.
En la industria farmacéutica actualmente se encuentran métodos,
normas y procedimientos obligatorios para la elaboracion de sus
productos. La FDA exige tener informacion documentada de cada
uno de los métodos analiticos empleados.
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Un método analitico debe validarse cuando se necesita verificar que
sus parametros de aptitud son adecuados para usar en problema
analitico particular. Por ejemplo, cuando se desarrolla un método
nuevo, cuando se revisa un método ya establecido para mejorar o
extender a un nuevo problema, cuando el control de calidad indica
gue el método en uso esta cambiando con el tiempo, cuando se usa
un método ya establecido en un laboratorio diferente o con diferente
analista o con diferente instrumental y para demostrar la
equivalencia entre 2 métodos, por ejemplo, un método nuevo y una

norma. (3435

2.9.1. Tipos de validacion

La validacion de los métodos de control microbiol6gico
persigue los mismos objetivos que la validacion quimica v,
en este sentido existe un paralelismo evidente. El trabajo en
Microbiologia, sin embargo, tiene unas peculiaridades que
es necesario destacar. Los conceptos de organizacion y
garantia de la calidad aplicable a un laboratorio
microbioldgico no difieren conceptualmente de los aplicables
en otros laboratorios. Existen instrumentos y equipos
caracteristicos (autoclaves, incubadoras, equipos para
identificacién de microorganismos, cabinas de bioseguridad,
etc.). Es necesario estandarizar cuidadosamente todos los
factores que intervienen ya que al trabajar con
microorganismos la variabilidad es mucho mayor. G5

La farmacopea de los Estados Unidos (USP 40 NF 35)
<1223> Validacibn de Métodos microbiol6gicos
alternativos, <1225> Validacion de Procedimientos
Farmacopeicos indica las caracteristicas analiticas tipicas

para la validacion de un método. ¢4 35
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2.9.2.

Pardmetros de validacion

2.9.2.1.

2.9.2.2.

2.9.2.3.

Especificidad

Se demuestra mediante la recuperacion comparable
del panel de microorganismos de desafio en los
métodos farmacopeicos y alternativos. El desafio
microbiano esta por encima del limite de deteccion o
de cuantificacion pero a un nivel que provee una
medicion de la eficacia de los métodos. Basado en
crecimiento-Agregar cantidades bajas (alrededor de
100 UFC) de cada microorganismo en el panel y
llevar a cabo los métodos farmacopeico y alternativo
para demostrar la recuperacion del microorganismo.
(34; 35)

Limite de deteccidn

Se define como el ndmero mas bajo de
microorganismos en un volumen definido de
muestra que puede ser detectado, aunque no
necesariamente cuantificado, en las condiciones
experimentales declaradas. ¢4 3%

Robustez

La capacidad del método para no ser afectado por
variaciones pequefas, aunque deliberadas, en los
parametros del método, p.€j., volumen de reactivo,
tiempo de incubaciébn o temperatura ambiente,
representa un indicador de su confiabilidad durante
uso normal. La medicién de la robustez no es una
comparacion entre el método farmacopeico y el
alternativo, sino un componente necesario de la
validacion del método alternativo de manera que el
usuario entienda los limites de los parametros
operativos del método. El usuario puede confiar en
los datos provistos por el fabricante del método de

prueba. (34 35
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29.2.4.

2.9.2.5.

2.9.2.6.

2.9.2.7.

Tolerancia

El grado de precision de los resultados de la prueba
obtenidos mediante el andlisis de las mismas
muestras en diversas condiciones normales de
prueba, tales como el empleo de diferentes analistas
(por ejemplo, tres), instrumentos Yy lotes de reactivos
(el método para la demostracion puede seguir las
recomendaciones del proveedor de instrumentos o
materiales, o podria basarse Unicamente en datos
provistos por el fabricante del método). (34 35)
Exactitud

Es la proximidad entre los resultados de la prueba
obtenidos mediante ese procedimiento y el valor
verdadero. (34 35)

Precision

Es el grado de concordancia entre los resultados de
las pruebas individuales cuando se aplica el
procedimiento repetidamente a multiples muestreos
de una muestra homogénea. La precision de un
procedimiento analitico habitualmente se expresa
como la desviacion estandar o la desviacion estandar
relativa (coeficiente de variacién) de una serie de
mediciones. La precision puede ser una medida del
grado de reproducibilidad o de repetibilidad. (34 35
Limite de cuantificacion

Es la minima cantidad de analito en una muestra que
se puede determinar con precision y exactitud
aceptables en las condiciones experimentales
indicadas. El limite de cuantificacion se expresa
habitualmente como concentracion de analito (p.ej.,

porcentaje, partes por billon) en la muestra. ¢4 35
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2.9.2.8. Linealidad
Capacidad para obtener resultados de prueba que
sean proporcionales ya sea directamente, o por
medio de una transformacién matematica bien
definida, a la concentracion de analito en muestras

dentro de un intervalo dado. 34 35

Tabla N° 6: Parametros de Validacién por Tipo de
Prueba Microbioldgica.

Parimetro de Validacion Pruehas Cualitativas Pruehas Cuantitativas
Bracttud . N ‘ Si
Precislén ‘ No S
Eipeciidad I § B
Limite de deteccidn § §
Limite de cuantficacion B No ‘ §
Linealdad No ]
Intervalo {dindmico) operative No §
Robustez §l §
Repetiildad L §i §
Tolrancia ‘ . 5 ' §i
Fuvalenca § . §l.

Fuente: USP 40 NF 35 Capitulo <1225> 9
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II. HIPOTESIS

3.1.

3.2.

Hipotesis general
¢, Cudl es el método analitico de monitoreo de superficie por hisopado
en la industria farmacéutico con mayor porcentaje (%) de recobro,
tal que permita su posterior validacién e implementacion?
Variables
3.2.1. Variable independiente

- Métodos Analiticos para Monitoreo de Superficie por

Hisopado.

3.2.2. Variable dependiente

- Porcentaje (%) de recobro.

V. METODOLOGIA DEL ESTUDIO

4.1.

4.2.

Tipo de estudio

4.1.1. Segun estrategia aplicada
De Campo

4.1.2. Segun el nivel y alcance
Descriptiva-longitudinal

4.1.3. Segun tendencia o enfoque
Cualitativa

4.1.4. Segun el propdésito u orientacion
Aplicada

4.1.5. Disefio de investigacién

Observacional-longitudinal-prospectivo

Poblacion de estudio

La farmacopea de los Estados Unidos (USP 40 NF 35 <1223>
Validacion de métodos microbioldgicos alternativos indica; Se
puede usar cualquier tamafio de muestra y nimero de pruebas que
sea suficiente para producir una decision equivalente.

Cualquier método de prueba microbioldgico alternativo (dentro de su
proposito previsto) puede usar cualquier tamafio de muestra y

namero de pruebas que sea suficiente para producir una decision
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4.3.

4.4,

equivalente (o mejor) con respecto a la calidad microbiolégica en
comparacion con el método de referencia. Puede ser mas simple
para muchos, si no es para la mayoria de los métodos alternativos,
cumplir con las instrucciones de muestreo que se proveen en el
método farmacopeico oficial. Para los casos en que se utiliza el
enfoque de muestreo definido en el método farmacopeico oficial, no

se requiere justificacion del tamafio de la muestra. ¢4

Criterios de seleccion

Las zonas para evaluar (areas limpias), seran simuladas en una
placa Petri estéril donde se inocula el microorganismo y se
procederd hacer el monitoreo analitico de superficie por hisopado

con los métodos a ser evaluados.

Métodos de andlisis de datos

- Por porcentaje, con referencia al estandar Bioldgico. (% Recobro)
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V. ESTRATEGIA METODOLOGICA

5.1.

Estandarizacién de In6culo

La operacion nos permitira tener un referente o estdndar de trabajo,

con el cual podremos comparar la recuperacién de la carga

microbiana teniendo como concentracion inicial no mas de 100

Unidades formadoras de colonia (<100 UFC), trabajar con tres cepas

de referencia:Staphylococcus aureus (ATTC 6538); Escherichia coli
(ATCC 8739) y Pseudomona Aeruginosa  (ATCC 9027).

Activar la cepa (hisopo) en un agar nutritivo inclinado por medio
de la friccién segun la naturaleza de esta: bacteria incubaremos
por 24 horas.

Enjuagar el crecimiento presente en el agar nutritivo, con cloruro
de sodio al 9%.

Llevar el enjuague al espectrofotometro, a una absorbancia de
580 nm.

Con la cepa pura, procederemos a las diluciones.

Recuento microbioldgico en placa

Llevar a incubar a temperatura: 32.5 £ 2.5 por 24 horas: Bacterias.
Determinar en qué concentracion se halla no mas de 100
Unidades formadoras de colonia (< 100 Ufc).

Reportar.
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Flujograma N°1: Estandarizacion de In6culo.

T:22.5°C +2.5°C
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5.2. Promocién de crecimiento e inhibitorio de los medios

Los medios usados en este procedimiento deben ser capaces de
permitir el crecimiento microbiano. Analizar cada partida de medio
listo para usar y cada partida de medio preparado a partir de medio
deshidratado o de los ingredientes descritos. Para medios solidos,
los recuentos obtenidos deben ser al menos 50% del valor calculado
para un indculo estandarizado. Para un indculo recientemente
preparado, se produce un crecimiento de microorganismos

comparable al obtenido anteriormente con una partida de medio

analizada y aprobada previamente. (20

- Mediante recuento microbioldgico en placa.

- Llevar aincubar a temperatura: 32.5 + 2.5 por 24 horas: Bacterias.

- Reportar.

Tabla N° 7: Promocion del crecimiento medios no selectivos.

TIEMPO DE
TIEMPO DE p
MEDIO TEMPERATURA - INCUBACION DE
ORGANISMO APROPIADO DE INCUBACION é’éﬁﬁg&?’g RECUPERACION
MICROBIANA
Escherichia Caldo Digerido de
coli Acgff:rel')':;e{iggjgé 32,5 + 2,50 18-24 horas 3-5 dias
(ATCC N°8739) Caseina y Soja
Pseudomonas Caldo Digerido de
aeruginosa A(\:g?relg?ge):idsgjgé 32,5 + 2,5 18-24 horas 3-5 dias
(ATCC N°9027) Caseina y Soja
Caldo Digerido de
Staphy/ococcu . .
sp a)L/Jreus fgﬁ:re[';geﬁiggjgé 32,5 + 2,5 18-24 horas 3-5 dias
(ATCC N° 6538) Caseina y Soja

Fuente: USP 40 NF 35 Capitulo<61> ?®
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Tabla N° 8: Promocién del crecimiento medios selectivos.

CEPAS DE
PRUEBA/MEDIO PROPIEDAD PRUEBA
Prueba de Escherichia coli Promocién del crecimiento E. coli
Caldo MacConkey Inhibitoria S. aureus
Agar MacConkey Promocién dgl crecimiento + E coli
Indicadora
Prueba de Pseudomonas
aeruguinosa
Promocién del crecimiento P. aeruginosa
Agar Cetrimida Inhibitoria E. coli
Prueba de Staphylococcus
aureus Promocién del crecimiento + S. aureus
Agar Manito! Salado Indl_ca_ldo_ra E. coli
Inhibitoria

Fuente: USP 40 NF 35 Capitulo<61> 9

5.3. Preparacién de medios de cultivo

5.3.1. Preparacion de Medios Liquidos

Aplica para la preparacion de los siguientes medios:
Solucién Amortiguadora de Caldo Cloruro de Sodio
Peptona de pH 7,0 (AP), Caldo Peptona Caseina
Polisorbato (CPLP).

De acuerdo al volumen requerido del medio, calcular la
cantidad necesaria a pesar segun lo declarado por el
fabricante en la etiqueta del frasco.

Obtenida la cantidad necesaria, proceder a pesar en la
balanza calibrada sobre un papel glasine.

Verter la cantidad pesada en el balén de vidrio y agregar
gradualmente la cantidad de agua requerida, agitando
continuamente el balon para lograr la completa solubilidad
del medio.

Ajustar el pH de ser necesario con: solucion de hidroxido
de sodio 1IN ¢ solucion de &cido Clorhidrico 1N, de
acuerdo al pH especificado para cada medio de cultivo.

Distribuir el medio preparado en frascos de vidrio o tubos.
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5.3.2.

Proceder a cerrar los frascos 6 tubos, colocando la tapa
rosca.

Identificar cada uno de los envases con el Lote asignado
para cada medio de cultivo preparado, indicando: el
volumen preparado, la fecha de preparacion y la fecha de
vigencia.

Adherir la cinta indicadora de esterilizacion para calor
humedo, al frasco 6 balon.

Proceder a medir el pH, después del control de
esterilidad del medio de cultivo.

Almacenar los envases conteniendo los medios de

cultivo a temperatura ambiente hasta su uso.

Preparacion de Medios de Cultivo - Sélidos

Aplica para los medios de cultivo: Agar Tripticasa Soya
Agar (TSA), Agar Mac Conkey (MC), Agar Cetrimide
(CET), Agar Manitol Salado (MAN), Agar Plate Count
(PCA).

Verificar que el lote del medio de cultivo solido a usar se
encuentre vigente.

De acuerdo al volumen requerido del medio, calcular la
cantidad necesaria a pesar del medio segun lo declarado
por el fabricante en la etiqueta del frasco.

Verter la cantidad pesada en el frasco de vidrio 6 en los
balones, agregar gradualmente la cantidad de agua
requerida agitando continuamente el frasco 6 balon hasta
su disolucién total, no debe visualizarse sedimento en la
base.

Enfriar el medio a temperatura ambiente.

Proceder a medir el pH y ajustar de ser necesario con
solucion de hidréxido de sodio 1IN 6 solucion de acido
clorhidrico 1N al pH especificado para cada medio de

cultivo.
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5.4.

- Colocar la tapa rosca 6 cubrir la boca del balén con doble
papel Platina, papel glasine y Papel Kraff, sujetar con
ligas.

- ldentificar cada uno de los envases con el Lote asignado
para cada medio de cultivo preparado, indicando: el
volumen preparado, la fecha de preparacion y la fecha de
vigencia.

- Adherir la cinta indicadora de esterilizacion para calor
himedo, a cada envase.

Esterilizacion en autoclave.

Almacenar los envases conteniendo los medios de

cultivo.

Esterilizacion

Colocar los medios preparados en la canastilla de la autoclave
Laboklav.

Proceder a esterilizar por autoclave a 121°C por 15 minutos.
Concluido el proceso de esterilizacion, retirar los medios
preparados enfriar hasta temperatura ambiente.

Verificar que las cintas indicadoras de esterilizacién por vapor han
virado a un color negro (indicador de esterilidad).

Colocar todos los frascos de cada lote de medio de cultivo
preparado € incubar de 30 a 35°C minimo 24 horas antes de su
uso, para la verificacion de la esterilidad de los medios.

Los medios de cultivo para plaqueo se mantiene a bafio maria a
una temperatura de 45°C antes de proceder a su distribucién en
las placas.

Distribuir en placas estériles volimenes de 15 a 20 mL por placa.
Dejar solidificar e identificar con el lote de medio preparado en la
base de la placa.

Llevar a control por incubacién a temperatura de 30 a 35 °C
minimo 24 antes de su uso.

Proceder a medir el pH, de los medios de cultivo preparados,

después de su control de esterilidad.
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5.5. Métodos de monitoreo de superficie por hisopado

5.5.1.

Método Hisopo Aplicador con punta de Algodén +

Caldo Peptona Lecitina Polisorbato

El personal calificado ingreso con indumentaria adecuada
(gorra, mascarilla, gafas, mandilon) al area donde se
encuentra la cabina de seguridad biolégica o de
Bioseguridad.

Aqui ya se encontraba las Superficies de contacto
simuladas (placas petris), el material para inocular.
Tomar la superficies de contacto simuladas(placa Petri) y
con ayuda de una plantilla delimitaremos la zona de 5 x 5
cm? inocularemos la cepa estandarizada que contiene no
mas de 100 unidades formadoras de colonia.(<100 UFC)
Sumergir el Hisopo Aplicador con punta de Algodon en el
tubo conteniendo el caldo peptona lecitina polisorbato y
realizar una friccion sobre la superficie inoculada(placa
Petri) a muestrear 25 cm? (5x5 cm)

Inmediatamente hacer movimientos rotatorios sobre la
placa Petri que contiene Agar Tripticasa de Soya (TSA),
hasta agotamiento.

Colocar el hisopo en el tubo de caldo peptona lecitina
polisorbato10 ml (CPLP).

Se incubo los tubos y las placas a una temperatura de 30
a 35 °C por 48 horas para bacterias, cumplido el tiempo
de incubacion anterior, pasar las placas a temperatura de
20 a 25 °C por 3 dias mas, para recuento de hongos y
levaduras.

De presentar turbidez, estriar a los medios diferenciales
para descarte de patdégenos: Escherichia coli,

Pseudomona aeruginosa, Staphylococcus aureus.
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5.5.2.

Método Hisopo Regular de Plastico Punta de Nylon

Estéril Floqueado y soluciones acompafantes.

El personal calificado ingreso con indumentaria adecuada
(gorra, mascarilla, gafas, mandilon) al area donde se
encuentra la Cabina de seguridad biolégica o de
Bioseguridad.

Aqui ya se encontraba las Superficies de contacto
simuladas (placas petris), el material para inocular.
Tomar la superficies de contacto simuladas (placa Petri)
y con ayuda de una plantilla delimitaremos la zona de 5 x
5 cm? inocularemos la cepa estandarizada que contiene
no mas de 100 unidades formadoras de colonia. (<100
UFC).

Sumergir el Hisopo Regular de Plastico Punta de Nylon
suave Estéril Floqueado en el vial conteniendo solucion
estéril, retirar el excedente en las paredes del tubo y
realizar una friccion sobre la superficie inoculada(placa
Petri) a muestrear 25 cm? (5x5 cm)

Inmediatamente hacer movimientos rotatorios sobre la
placa Petri que contiene Agar Tripticasa de Soya (TSA),
hasta agotamiento.

Colocar el hisopo en el tubo de transporte y dejar reposar
por 20 minutos.

Se incubo los tubos y las placas a una temperatura de 30
a 35 °C por 48 horas para bacterias, cumplido el tiempo
de incubacion anterior, pasar las placas a temperatura de
20 a 25 °C por 3 dias mas, para recuento de hongos y
levaduras.

De presentar turbidez, estriar a los medios diferenciales
para descarte de patdégenos: Escherichia coli,

Pseudomona aeruginosa, Staphylococcus aureus.
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5.5.3.

Método Hisopo Regular de Plastico Punta de Nylon

suave Estéril Flogueado + Solucion Amortiguadora de

Cloruro de Sodio — Peptona.

El personal calificado ingreso con indumentaria adecuada
(gorra, mascarilla, gafas, mandilon) al area donde se
encuentra la Cabina de seguridad biolégica o de
Bioseguridad.

Aqui ya se encontraba las superficies de contacto
simuladas (placas petris), el material para inocular.
Tomar la superficies de contacto simuladas (placa Petri)
y con ayuda de una plantilla delimitaremos la zona de 5 x
5 cm? inocularemos la cepa estandarizada que contiene
no mas de 100 unidades formadoras de colonia. (<100
UFC).

Sumergir el Hisopo Regular de Plastico Punta de Nylon
suave Estéril Floqueado en el tubo conteniendo Solucion
Amortiguadora de Cloruro de Sodio — Peptona 10 ml (AP)
, retirar el excedente en las paredes del tubo y realizar una
friccibn sobre la superficie inoculada(placa Petri) a
muestrear 25 cm? (5x5 cm)

Inmediatamente hacer movimientos rotatorios sobre la
placa Petri que contiene Agar Tripticasa de Soya (TSA),
hasta agotamiento.

Colocar el hisopo Estéril en un tubo conteniendo Solucién
Amortiguadora de Cloruro de Sodio — Peptona 10 ml (AP).
Se incubo los tubos y las placas a una temperatura de 30
a 35 °C por 48 horas para bacterias, cumplido el tiempo
de incubacion anterior, pasar las placas a temperatura de
20 a 25 °C por 3 dias mas, para recuento de hongos y
levaduras.

De presentar turbidez, estriar a los medios diferenciales
para descarte de patdégenos: Escherichia coli,

Pseudomona aeruginosa, Staphylococcus aureus.
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5.5.4.

Método Hisopo Regular de Plastico Punta de Nylon

suave Estéril Floqueado + Caldo Peptona Lecitina

Polisorbato

El personal calificado ingreso con indumentaria adecuada
(gorra, mascarilla, gafas, mandilon) al area donde se
encuentra la Cabina de seguridad biolégica o de
Bioseguridad.

Aqui ya se encontraba las superficies de contacto
simuladas (placas petris), el material para inocular.
Tomar la superficies de contacto simuladas (placa Petri)
y con ayuda de una plantilla delimitaremos la zona de 5 x
5 cm? inocularemos la cepa estandarizada que contiene
no mas de 100 unidades formadoras de colonia. (<100
UFC).

Sumergir el Hisopo Regular de Plastico Punta de Nylon
suave Estéril Floqueado en el tubo conteniendo Caldo
Peptona Lecitina Polisorbato 10 ml (CPLP), retirar el
excedente en las paredes del tubo y realizar una friccién
sobre la superficie inoculada(placa Petri) a muestrear 25
cm? (5x5 cm)

Inmediatamente hacer movimientos rotatorios sobre la
placa Petri que contiene Agar Tripticasa de Soya(TSA),
hasta agotamiento.

Colocar el hisopo Estéril en un tubo conteniendo Caldo
Peptona Lecitina Polisorbato 10 ml(CPLP)

Se incubo los tubos y las placas a una temperatura de 30
a 35 °C por 48 horas para bacterias, cumplido el tiempo
de incubacion anterior, pasar las placas a temperatura de
20 a 25 °C por 3 dias mas, para recuento de hongos y
levaduras.

De presentar turbidez, estriar a los medios diferenciales
para descarte de patdégenos: Escherichia coli,

Pseudomona aeruginosa, Staphylococcus aureus.
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VI. RESULTADOS

Tabla N° 9

Porcentaje (%) recobro - Hisopo Aplicador con punta de Algodon Estéril Caldo Peptona Lecitina Polisorbato

@) ) In6culo Inicial Promedio Porcentaie Promedio
Fecha Microorganismo ,L_’ INOCULO | (Concentracién / UFC/ Recobr(; Porcentaje
< UFC) Placa Recobro (%)
5 14
<
<50 UFC 37 6 16 15
10 14
<
S. aureus 6538 | <100 UFC 72 15 21 17
< 200 UFC 130 T 2 13
04/07/2016 11 o5
<
<50 UFC 44 11 o5 25
. 12 15
<
E. coli 8739 =100 UFC 80 18 >3 19
29 18
<
<200 UFC 165 33 0 19
3 14
. 3 14
05/12/2016| P. aeruginosa 9027 =100 UFC 21 3 14 14
3 14

Tabla N° 9: Los resultados obtenidos segin método, tipo de ATCC y concentracion.
ATCC 6538 (S.aureus) ; Concentraciones 37 UFC (15%); 72 UFC (17%);130 (13%).
ATCC 8739 (E. coli) ; Concentraciones 44 UFC (25%); 80 UFC (19%);165 (19%).

ATCC 9027 (P.aeruginosa); Concentracion 21 UFC (14%).
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Tabla N° 10

Porcentaje (%) recobro - Hisopo Regular de Plastico Punta de Nylon suave Estéril Flogueado + Soluciones

acompafiantes.
@) ) In6culo Inicial Promedio Porcentaie Promedio
Fecha Microorganismo (,3 INOCULO | (Concentracion / UFC/ Recobrcj) Porcentaje
< UFC) Placa Recobro (%)
1 3
<
<50 UFC 37 1 3 3
2 3
S. aureus 6538 | <100 UFC 72 > 3 3
<200 UFC 130 g 2 5
04/07/2016 > 5
< F
50 UFC 44 > 5 5
: 4 5
E. coli 8739 | =100 UFC 80 2 5 5
7 4
<200 UFC
165 8 5 5
6 13
. 6 13
06/12/2016 P. aeruginosa | 9027 | <100 UFC 46 5 13 13
5 11

Tabla N° 10: Los resultados obtenidos segun método, tipo de ATCC y concentracion.
ATCC 6538 (S.aureus) ; Concentraciones 37 UFC (3%); 72 UFC(3%);130 (5%).
ATCC 8739 (E. coli); Concentraciones 44 UFC (5%); 80 UFC(5%);165 (5%).
ATCC 9027 (P.aeruginosa); Concentraciéon 46 UFC(13%).
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Tabla N° 11

Porcentaje (%) recobro - Hisopo Regular de Plastico Punta de Nylon suave Estéril Floqueado + Solucion
Amortiguadora de Cloruro de sodio — Peptona

O p Inoculo Inicial Promedio Porcentaje FI:()r?cn;ﬁ?eilpe
Fecha Microorganismo 8 INOCULO| (Concentracién / : :
UFC / Placa Recobro Recobro
< UFC) 0
(%)
6
P. aeruginosa | 9027 g 55 15.3
5
17
<100 13
27/11/2017 S. aureus 6538 UEC 36 16 14.8 41.0
13
6
) 5
E.coli 8739 - 6.3 17.4
7

Tabla N° 11: Los resultados obtenidos segun método y tipo de ATCC.Concentracion.
36 UFC ; 9027(P.aeruginosa)(15.3%);ATCC6538(S.aureus)(41.0%);ATCC 8739 (E. coli)(17.4%).
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Tabla N° 12

Porcentaje (%) recobro - Hisopo Regular de Plastico Punta de Nylon suave Estéril Floqueado +Caldo
Peptona Lecitina Polisorbato

O In6culo Inicial Promedio Porcentaje Ifc:?crgﬁ(tjailpe
Fecha |Microorganismo }L_) INOCULO| ( Concentracion / : :
UFC / Placa Recobro Recobro
< UFC)
(%)
2
P. aeruginosa | 9027 j 2.0 5.6
<1
6
2
27/11/2017 S. aureus 6538 <100 36 2 3.8 10.4
UFC
3
6
3
E.coli 8739 3 3.8 10.4
3
<1

Tabla N° 12: Los resultados obtenidos segun método y tipo de ATCC.Concentracion
36 UFC;9027(P.aeruginosa)(5.6%);ATCC6538(S.aureus)(10.4%);ATCC 8739 (E. coli)(10.4%).
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Gréafico N° 1: Resultados por porcentaje de recobro — Hisopo Aplicador con

punta de Algodon Estéril Caldo Peptona Lecitina Polisorbato

Hisopo Aplicador con punta de Algodon esteril caldo peptona lecitina

polisorbato
200 165
150 130 -
100 3 12 4&
so s 7 3 5 9 9 214
o oo P peenenen | ESTSP URTSUPN gesoons e
S. aureus E. coli P. aeruginosa
| Concentracion 37 72 130 44 80 165 21

M Porcentaje de recobro 15 17 13 25 19 19 14

s Concentracion I Porcentaje de recobro

-------- Lineal (Porcentaje de recobro)

Grafico N° 1: Resultados obtenidos con mayor porcentaje (%) de recobro,
independientemente del tipo de ATCC y concentracion. .ATCC 6538 (S.aureus):17%;
ATCC 8739 (E. co0li):25%;ATCC 9027 (P.aeruginosa):14%.

Grafico N° 2: Resultados por porcentaje de recobro — Hisopo Regular de
Plastico Punta de Nylon suave Estéril Floqueado + Soluciones
acompafiantes.

Hisopo regular de plastico punta de nylon suave ésteril floqueado +
soluciones acompafantes*

200 165

150 130

100 72 8

37 44
50 I3 s I5 s 23
0 I. sssssssdacecccodlaccsccocllgeccccccflssccccce Pgeocccocccccee
S. aureus E. coli P. aeruginosa
M Concentracion 37 72 130 44 80 165 21
B Porcentaje de recobro 3 3 5 5 5 5 13
I Concentracion s Porcentaje de recobro

-------- Lineal (Porcentaje de recobro)

Grafico N° 2: Resultados obtenidos con mayor porcentaje (%) de recobro,
independientemente del tipo de ATCC y concentracion. ATCC 6538 (S. aureus):5%;
ATCC 8739 (E. coli):5%. ATCC 9027 (P.aeruginosa):13%.
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Grafico N° 3: Resultados por porcentaje de recobro — Hisopo Regular de
Plastico Punta de Nylon suave Estéril Floqueado + Solucién Amortiguadora
de Cloruro de sodio — Peptona

Hisopo regular de plastico punta de nylon suave ésteril floqueado +
cloruro de sodio - peptona

50 1

w

30 I e

e 17.4, .
I | — 15.3
10 I ...... I. ............
0
S. aureus E. coli P. aeruginosa
m Concentracion 36
M Porcentaje de recobro 41 17.4 15.3
mmmmm Concentracion I Porcentaje de recobro

-------- Lineal (Porcentaje de recobro)

Gréafico N° 3: Resultados obtenidos con mayor porcentaje (%) de recobro,
independientemente del tipo de ATCC 9027(P. aeruginosa):15.3%;
ATCC6538(S.aureus):41.0%;ATCC 8739 (E. coli):17.4%.

Gréfico N° 4: Resultados por porcentaje de recobro — Hisopo Regular de
Plastico Punta de Nylon suave Estéril Floqueado +Caldo Peptona Lecitina
Polisorbato

Hisopo regular de plastico punta de nylon suave ésteril floqueado +
caldo peptona lecitina polisorbato

40 36
30
20 4 10.4
TR OO >0
. I I R
S. aureus E. coli P. aeruginosa
M Concentracion 36
B Porcentaje de recobro 10.4 10.4 5.6
s Concentracion s Porcentaje de recobro

-------- Lineal (Porcentaje de recobro)

Gréfico N° 4: Resultados obtenidos con mayor porcentaje (%) de recobro,
independientemente del tipo de
ATCC.9027(P.aeruginosa):5.6%;ATCC6538(S.aureus):10.4%;ATCC 8739
(E. coli):10.4%.
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Tabla N° 13: Resultados por porcentaje de recobro — métodos analiticos de
monitoreo de superficie.

METODO 9027 6538 8739
Hisopo Aplicador con punta de Algodon Estéril + 0 0 0
Caldo Peptona Lecitina Polisorbato 14% 1% 19%
Hlsop,o_ Regular de Plastlco.Punta de Nylop suave 13% 3% 5%
Estéril Flogueado + Soluciones acomparfantes
Hisopo Regular de Plastico Punta de Nylon suave
Estéril Floqgueado + Solucién amortiguadora de | 15.30% | 41.00% | 17.40%
Cloruro de sodio — Peptona
Hisopo Regular de Plastico Punta de Nylon suave
Estéril Floqgueado + Caldo Peptona Lecitina 5.60% 10.40% | 10.40%
Polisorbato

Tabla N° 13: Resultados comparativos por porcentaje de recobro y tipo de ATCC; que permite

determinar el método con mejor respuesta para su validacion.
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Gréafico N° 5: Resultados por porcentaje de recobro — métodos analiticos de monitoreo de superficie.

Hisopo Regular de Plastico Punta de Nylon suave Estéril Floqueado %828;@-
+ Caldo Peptona Lecitina Polisorbato 5.60%

Hisopo Regular de Plastico Punta de Nylon suave Estéril Floqueado
+ Solucién amortiguadora de Cloruro de sodio — Peptona

Hisopo Regular de Plastico Punta de Nylon suave Estéril Floqueado 395.%
+ Soluciones acompafiantes
Hisopo Aplicador con punta de Algodon Estéril + Caldo Peptona
Lecitina Polisorbato
0% 5%

17.40%
15.30%

19%
17%
14% 1
10% 15% 20% 25% 30% 35% 40% 45%
% RECUPERACION

8739 m6538 m9027

Gréfico N° 1. Se observa que si bien los métodos no presentan resultados homogéneos; Se considera el método que presenta mayor
porcentaje (%) de recobro, en mas de una ATCC. Es el método Hisopo Regular de Plastico Punta de Nylon suave Estéril Floqueado +
Solucion amortiguadora de Cloruro de sodio — Peptona. ATCC 9027(15.30%); ATCC 6538 (41%) y ATCC 8739(17.4%)
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Tabla N° 14: Parametros de validacién — método analitico con mayor
porcentaje (%) recobro.

HISOPO REGULAR DE PLASTICO
PUNTA DE NYLON SUAVE ESTERIL
PARAMETROS FLOQUEADO + SOLUCION
AMORTIGUADORA DE CLORURO DE

SODIO — PEPTONA

Exactitud

Precision

Selectividad

. s Cumple
Limite de deteccidn

Limite de cuantificaciéon

Linealidad

Robustez Cumple
Repetibilidad** Confidencial
Tolerancia** Confidencial

** Confidencial (Laboratorio Farmacéutico)

6.1. Parametros evaluados en la validacién del Método Analitico de

Monitoreo de superficies por hisopado en la Industria
Farmacéutica:

6.1.1. Exactitud

Grafico N° 6: Resultado de exactitud

50 6
36
40 B
30
20 V. 43 16 g5
6 5 5 - = - 6 5 7 7
10 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
@ |nOCUlO ATCC

Grafico N° 2: Los resultados obtenidos entre muestras analizadas por el método
analitico de superficie; presentan proximidad, pero presentan una recuperacion minima
frente al verdadero valor.
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6.1.2. Precision
Muestra trabajada por duplicado, la cual no debe exceder RSD
(Desviacion Estandar Relativa) es de 35%, mayor a esto se

cuestionaria la prueba.

Tabla N° 15: Resultados de precision

Promedio
Muestras Cantidad Cantidad (%) Recuperacion por RSD
Nivel Ensayo | Afadida | ATCC | Hallada | Recupera- Media Concentra- (%)
(%) (UFC) (UFC) cion (Rc) (%) ciones °
(%)
6 16.7
M1 16.7
6 16.7
9027 15.3 10.4973
5 13.9
M2 13.9
5 13.9
17 47.2
M1 41.7
13 36.1
100% 36.000 6538 41.0 13.9766
16 44.4
M2 40.3
13 36.1
6 16.7
M1 15.3
5 13.9
8739 17.4 15.3188
7 194
M2 194
7 194

6.1.3. Selectividad
Cada microorganismo es trabajado con su respectivo medio de
cultivo especifico, el cual permite el desarrollo de sus
caracteristicas morfologicas; Segun corresponda.

6.1.4. Robustez
Los microorganismos, medios y caldos de cultivo recibieron
controles segun lo establecidos en la farmacopea y durante el
proceso que garanticen los resultados tales como pH,
Temperatura, humedad, tiempos de incubacioén, etc.

6.1.5. Linealidad
Ver Exactitud
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6.1.6.

6.1.7.

Limite de deteccidn

Se trabaja con concentracion inicial menor a la requerida por la
norma oficial; <50 UFC.

Limite de cuantificacion

Se trabaja con concentraciones que permitan confirmar el
porcentaje de recobro; sobre pasa los limites permitidos segun
lo requerido por la norma oficial <50, <100 y <200 UFC.
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VIl. DISCUSION

Con el presente estudio se validé e implementara el método analitico del
monitoreo de superficie por hisopado en la industria farmacéutica.

Se realiz6 el método del Hisopo Aplicador con punta de Algodén Estéril +
Caldo Peptona Lecitina Polisorbato dando como resultado segun tipo de ATCC y
concentracion ATCC 6538 (S.aureus); Concentraciones 37 UFC (15%); 72 UFC
(17%); 130 (13%).ATCC 8739 (E. coli); Concentraciones 44 UFC (25%); 80 UFC
(19%); 165 (19%).ATCC 9027 (P.aeruginosa); Concentracion 21 UFC (14%), lo cual
comparado con otro estudio segun C. Gutierrez Arcila validacién del proceso de
limpieza y sanitizacion de un area de envase de produccion de vacunas biolégicas
donde se utilizé el método placas de contacto Petri flm e hisopos quick swap,
arrojando un resultado dentro de la especificacion en sus diversos monitoreos
microbioldgicos lo que confirman la importancia de un método para el logro de un
proceso estandarizado y bajo control en lo cual destacamos los parametros de una

validacion tanto en las diferentes areas y equipos.

En lo referente a otro tipo de método Hisopo Regular de Plastico Punta de
Nylon suave Estéril Floqueado + Soluciones acompafiantes dando como resultado
segun tipo de ATCC y concentracion ATCC 6538 (S.aureus); Concentraciones 37
UFC (3%); 72 UFC(3%); 130 (5%).ATCC 8739 (E. coli); Concentraciones 44 UFC
(5%); 80 UFC(5%); 165 (5%).ATCC 9027 (P.aeruginosa); Concentracion 46
UFC(13%), lo cual comparado con otro estudio segun E. Garcia Montoya; Pérez
Lozano validacion de los procesos de limpieza en la industria farmacéutica,
mediante la aplicacién del andlisis de riesgo, seguridad, toxicologia y UPLC, en lo
cual mediante el analisis de trazas por el método de cromatografia liquida de alta
eficacia, concluye con resultados dentro de la especificacién para cada parametro
evaluado en el proceso de validacién. Ambos estudios destacan los parametros de
una validacion en las diferentes areas y equipos con el fin de controlar las diversas

contaminaciones presentes en los procesos de manufactura.
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En lo referente a otro tipo de método Hisopo Regular de Plastico Punta de
Nylon suave Estéril Floqueado + Caldo Peptona Lecitina Polisorbato dando como
resultado segun tipo de ATCC y concentracion 36 UFC; 9027(P.aeruginosa) (5.6%);
ATCC6538(S.aureus) (10.4%); ATCC 8739 (E. coli) (10.4%) donde buscamos
identificar a través de resultados la validacion de método con mayor porcentaje (%)
de recobro comparado con H. Enrique Medina Reyna en su estudio de validacion de
un sistema de tratamiento de agua grado inyectable donde evallUa todos los sistemas
y parametros que aplica al agua grado inyectable.(pH, conductividad, metales
pesados y recuento microbiano) por un tiempo determinado y mediante resultados
estadisticos resuelve la conformidad del proceso en conjunto para la elaboracién de
sus productos inyectables. Ambos métodos buscan controlar las diversas

contaminaciones presentes en los procesos de manufactura.

En lo referente a la evaluacion de todos los métodos utilizados en la industria
farmacéutica, que utilizan diferentes estrategias, todos buscan los cuidados
respectivos en la fabricacion del producto farmacéutico y evitar posibles
contaminaciones cruzadas (APl o excipiente), por microorganisSmos u otros.
Comparado segun lo reportado por Direccidon General Medicamentos, Insumos y
Drogas (Peru) reporta no conformidades procedentes de analisis de control de

calidad de muestras pesquisadas a empresas farmacéuticas.

En lo referente a la evaluacion de todos los métodos utilizados que si bien los
no presentan resultados homogéneos; Se considera el método que presenta mayor
porcentaje (%) de recobro, en mas de una ATCC. Es el método Hisopo Regular de
Plastico Punta de Nylon suave Estéril Floqueado + Solucibn amortiguadora de
cloruro de sodio — Peptona. ATCC 9027(15.30%); ATCC 6538 (41%) y ATCC
8739(17.4%), comparado segun Delgado Escamilla; L.Perez A. Arias J.
determinacion de parametros de la contaminacion microbiana presente en un area
de fabricacion de medicamentos esteriles a base de antibioticos B- lactamicos
donde evalla los sistemas de apoyo por método microbiolégicos: sedimentacion,

hisopado y contacto de placas. Arrojando un resultado conforme a las
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especificaciones de area y sistemas de apoyo. Determinando ambos estudios los
limites de confianza y aceptacion mediante resultados obtenidos en un tiempo

determinado.
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VIII. CONCLUSIONES

Los procesos de validacion son etapas importantes y necesarias que deben
cumplirse para garantizar la confiabilidad de un método, equipo, 0 proceso.
Al realizar la validacion lo que interesa es poner en evidencia que un método, equipo

0 proceso funcionan de acuerdo a lo esperado.

- El porcentaje (%) de recobro del método analitico de monitoreo de
superficie por Hisopo Aplicador con punta de Algodén + Caldo Peptona
Lecitina Polisorbato, evaluados por recuento microbiolégico ( recuento en
placa) fueron de acuerdo al tipo de ATCC y concentracion los siguientes:
ATCC 6538 (S.aureus) ; Concentraciones 37 UFC (15%); 72 UFC
(17%);130 (13%).ATCC 8739 (E. coli) ; Concentraciones 44 UFC (25%);
80 UFC (19%);165 (19%).ATCC 9027 (P.aeruginosa); Concentracion 21
UFC (14%). Lo cual este método nos permitié la evaluacion de dos
parametros relacionados a la validacion. (Limite de Deteccién y Limite de
Cuantificacion) obteniendo resultados similares en diferentes
concentraciones. Teniendo en cuenta que el hisopo utilizado en este tipo

de método no es el adecuado por caracteristicas en el uso y forma.

- El porcentaje (%) de recobro del método analitico de monitoreo de
superficie por Hisopo Regular de Plastico Punta de Nylon suave Estéril
Floqueado + Soluciones acompafiantes, evaluados por recuento
microbioldgico ( recuento en placa) fueron de acuerdo al tipo de ATCCy
concentracion los siguientes: ATCC 6538 (S.aureus) ; Concentraciones
37 UFC (3%); 72 UFC(3%);130 (5%).ATCC 8739 (E. coli);
Concentraciones 44 UFC (5%); 80 UFC(5%);165 (5%).ATCC 9027
(P.aeruginosa); Concentracion 46 UFC(13%). Lo cual este método nos
permitié la evaluacién y funcionabilidad de un nuevo kit utilizado en el

laboratorio farmacéutico donde se realizo dicho estudio.
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El porcentaje (%) de recobro del método analitico de monitoreo de
superficie por Hisopo Regular de Plastico Punta de Nylon suave Estéril
Floqueado + Solucién Amortiguadora de Cloruro de sodio — Peptona
evaluados por recuento microbiolégico ( recuento en placa) fueron de
acuerdo al tipo de ATCC y concentracion los siguientes: 36 UFC ;
9027(P.aeruginosa)(15.3%);ATCC6538(S.aureus)(41.0%);ATCC 8739
(E. coli)(17.4%).Lo cual nos permitié identificar que este es el método
analitico con mayor porcentaje (%) de recobro y que cumple con los
criterios de aceptacion segun la obra oficial vigente (Farmacopea-
Estados Unidos USP 40 NF 35).

El porcentaje (%) de recobro del método analitico de monitoreo de
superficie por Hisopo Regular de Plastico Punta de Nylon suave Estéril
Flogueado +Caldo Peptona Lecitina Polisorbato evaluados por recuento
microbiologico (recuento en placa) fueron de acuerdo al tipo de ATCCy
concentracion los siguientes: 36 UFC;9027(P. aeruginosa) (5.6%); ATCC
6538(S. aureus) (10.4%); ATCC 8739 (E. coli) (10.4%). Este método fue
comparado con el método analitico de monitoreo de superficie por
Hisopo Aplicador con punta de Algodon Estéril Caldo Peptona Lecitina
Polisorbato; lo cual nos permitié determinar caracteristicas en el uso y
forma del hisopo.

Los parametros de validacion del método analitico con mayor porcentaje
(%) de recobro son: Especificidad, limite de deteccién , robustez ,
exactitud , precision , limite de cuantificacion , linealidad con lo cual
garantizamos que el método analitico de monitoreo de superficie por
Hisopo Regular de Plastico Punta de Nylon suave Estéril Floqueado +
Solucién Amortiguadora de Cloruro de sodio — Peptona, es el mas
adecuado y asi garantiza que los productos farmacéuticos sean de alta

calidad sin perjudicar la salud del paciente.
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IX.

RECOMENDACIONES

1.

El profesional responsable del departamento de control de calidad —
Microbiologia debe evaluar los posibles cambios que se puedan realizar
en cuanto a métodos analiticos.

Realizar pruebas previas a los métodos nuevos y comparar el porcentaje
de recuperacion frente al método utilizado.

Conocer los distintos caldos nutritivos y soluciones de transporte
remplazables en el método de muestreo de superficies,

El profesional quimico farmacéutico debe estandarizar las
concentraciones a ser recuperadas del estandar biolégico.

Realizar monitoreos de superficie utilizando hisopos similares a los de la
prueba realizada.

Implementar tabla estadistica de incidencias e identificacion de

microorganismaos.
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CERTIFICADOS DE MEDIOS DE CULTIVO

l. CERTIFICADO DE ANALISIS AGAR TRIPTICASA DE SOYA (TSA)

Certificate of Analysls ID:
Producer and client:

Test laboratory:

Sample identification:

Ordering number:
Lot number:

Accreditation:

Test method:

Date of analysis:
Date of release:
Minimum shelf life:

Composition (g/1):

Application:

Storage:

grtiﬁﬁwte of Analysis

Preparation & sterilization:

1054580500_VM755858_EN
Merck KGaA, Frankfurter Str. 250, 64293 Darmstadt, Germany

Merck KGaA Quality Control Microbiology SO-ABB-2
Frankfurter Str, 250, 64293 Darmstadt, Germany

GranuCult™

Tryptic Soy Agar acc. EP, USP, JP, 1SO and FDA-BAM
1.05458.0500

VM755858

The test laboratory of Merck KGaA is accredited by
the German accreditation authority DAKKS as
registered test laboratory D-PL-15185-01-00 (
according to DIN EN ISO/IEC 17025 for the oo OO
performance testing of media for microbiology BFCANGL0
according to DIN EN 1SO 11133:2014.

Performance testing of solid culture media:

Quantitative method (spiral plater)

2016/10/14

2016/10/17

2021/09/19

Pancreatic digest of casein 15.0; Papaic digest of soya bean 5.0;
Sodium chloride 5.0; Agar agar 15.0.

Dissolve 40.0 g in 1 liter of purified water. Heat in boiling water and
agitate frequently until completely dissolved. Autoclave (15 minutes at
121°C).

For the isolation and cultivation of a wide range of microorganisms from
different material,

Store at +15 °C to +25 °C, dry and tightly closed. Do not use clumped
or discolored medium. Protect from UV light (Including sun light).

The reported results refer exclusively to the specified medium, see Certificate of Analysls ID,
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Certificate of Analysis

Physlecal parameters Specification Lot value
Appearance (clarity): clear clear
Appearance (color): yellowish-brown yellowish-brown
pH-value (25 °C): 7.1-75 73,
Solidification behaviour (2 h at 45 °C) liquid liquid

Stabllity test (color and hemolysis) non hemolytic non hemolytic

Microbiological Performance

Quantitative method for solid medla (spiral plater)

Test strain Specification  Reference Test Recovery rate
CFU CFU

Escherichia coli 270 % 163 137 84 %

ATCC® 8739

[WDCM 00012]

Escherichla coli
ATCC® 25922
[WDCM 00013]

Bacillus cereus 270 % 323 320 99 %
ATCC® 11778
[WDCM 00001]

Listeria monocytogenes 270 % 284 276 97 %
ATCC™ 13932
[WDCM 00021]

w

70 % 122 113 93 %

Staphylococcus aureus =70 % 227 207 91 %
ATCC® 25923
[WDCM 00034]

Incubation: 24 * 3 hours at 37 £ 1 °C aerobic
Reference medium: Tryptic Soy Agar

A recovery rate of 70 % is equivalent to a productivity rate of 0.7.
The indicated colony counts result from the sum of a triple determination.

All test methods listed above are according to DIN EN I1SO
11133:2014,

Merck KGaA « Frankfurter Strafe 250, 66253 Da

EMD Millipore Corp. « 290 Concord Road, Biller

500_VM755858_EN
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Certificate of Analysis

Test strain Specification Reference Test Recovery rate
10 - 100 CFU CFU

Staphylococcus aureus* > 70 % 70 69 99 %

ATCC® 6538

[WDCM 00032]

Bacillus subtilis* 270 % 36 30 83 %

ATCC® 6633

[WDCM 00003]

Escherichia coli* =270 % 50 47 94 %

ATCC® 8739

[WDCM 00012]

Pseudomonas aeruginosa* = 70 % 58 53 91 %

ATCC® 9027

[WDCM 00026]

Candida albicans* =270 % 39 37 95 %

ATCC® 10231

[WDCM 00054]

Aspergillus brasiliensis* =50 % 25 22 88 %

ATCC® 16404

[WDCM 00053]

Incubation: 24 hours at 30 - 35 °C aerobic, C.albicans and A.brasiliensis up to 5
days.

Reference medium: Blood Agar and SABOURAUD dextrose agar for C.albicans / A.brasiliensis

Parameters marked with an asterisk have not been tested by an accredited method.

Signature:

Dr. Stefanie Fischer
Head of Quality Control Microbiology SO-ABB-2

Merck KGaA - Frankfurter StraBe 250, 64293 Darmstadt, Germany: +48 6151 72-2440
EMD Millipore Corp. - 290 Concord Road, Billerica, MA 01821, USA +1-978-715-4321
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CERTIFICADO DE ANALISIS CALDO PEPTONA LECITINA
POLISORBATO (CPLP)

Baich VM487123
) Spec "iaiye> . Batch _\/haiur.s y i
Appearance (clearness) clear to almost almost clear
clear
Appearance (colour) yeillowish yeliowish
pH-value (25 °C) 65-7.3 &8
R o - Spec. Values 7 Batch Values
Growth (Staphylococcus aureus ATCC 6538 + +
{WDCM 00032))
Growth (Pseudomonas aeruginosa ATCC + *
8027 (WDCM 00026))
Growth (Bacillus subtilis ATCC 6633 (WDCM  + +
00003))
Growth (Candida albicans ATCC 10231 + +
(WDCM 00054))
+ +

Growth (Aspergitius brasiliensis (formerly A.
niger) ATCC 18404 (WDCM 00053))

Incubation: 24 hrs.; 35 °C; aerobic;
Aspergilius und C.albicans up to 3 days; 20 - 25 *C; aerobic

Date of release (DD.MM.YYYY) 24.04.2013
Expiry date (DD.MM.YYYY) 16.03.2018

Tobias Haas
Responsible laboratory manager quality control

This document has been produced electronically and is valid without a signature,

Merck KGaA, Frankfurter Straie 250, 64293 Darmstadt (Germany): +49 6151 72-0 Page 1 of 1
EMD Millipore Corporation - A division of Merck KGaA, Darmstadt, Germany

280 Concord Road, Billerica, MA 01821, USA, Phone: (781) 533-6000

SALSA 990000014054// V. 59220 Dale; 24.04.2013
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QUALITY CONTROL CERTIFICATE

PRODUCT: MEAT PEPTONE
CAT N©°: 1600

LOT Ne: 250930

EXPIRY DATE: 2018/09

QC Date: 2014/09/25

We hereby certify that the above mentioned peptone has been approved by the Quality Control

Laboratory.

TEST Results Specifications
Amino Nitrogen (AN) 3.6% Minimum 3.4%
Total Nitrogen (TN) 12.3% | Minimum 10%
|Loss on drying 3.3% \ Maximum 6% |
|Ash (Residue on ignition) 8.3% | Maximum 15%
|Reducing Sugars NEGATIVE NEGATIVE
Undigested Protein NEGATIVE NEGATIVE
Proteoses POSITIVE ? POSITIVE
Nitrites NEGATIVE | NEGATIVE |
|Tryptophan POSITIVE | POSITIVE |
bH (2% Solution) ) | 8575 ‘
S,':g,‘?g;‘n:g”"°”"‘e Results Specifications

Peptone Agar (USP)

SATISFACTORY

SATISFACTORY

I
|Broth Formulations

SATISFACTORY

SATISFACTORY

|IMICROBIOLOGICAL
|CHARACTERISTICS

Results Col/g

Specifications Col/g

Coliforms

NEGATIVE

NEGATIVE

|Salmonelia

NEGATIVE

NEGATIVE

{Standard Plate Count

Less than 5000

Less than 5000

1r,':wcs and Yeast

Less than 100

Less than 10

Laboratory result: Satisfactory

Carmen Ramirez, QC Manager

P %
CPFoagye >

1

LABORATORIOS CONDA, S.A.
C/ La Forja, 9 - 28850 Torrejon de Ardoz (Madrid)
Phone +34 91 761 02 00 * Fax +34 91 656 82 28

www.condalab.com
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CERTIFICADOS DE CEPAS MICROBIOLOGICAS (ESTANDAR BIOLOGICO)

l. CERTIFICADO DE ANALISIS CEPA Escherichia coli ATCC 8739

O Microbiologics

Certificate of Analysis: Lyophilized Microorganism Specification and Performance Upon Release
Specifications Expiration Date: 2018/11/30
Microorganism Name: Escherichia coli Release Information:

Catalog Number: 0483 Quality Control Technologist: Tanner E Rothstein
Lot Number: 483-617 Release Date: 2017/2/2

Reference Number: ATCC® §739™~
Purity: Pure

Passage from Reference: 3

Mean Assay Value: 45 CFU per 0.1 mi

Performance
Macroscopic Features: Medium:
Medium to large, gray, mucoid, convex. SBAP
Microscopic Features: Method:
Gram negative straight rod. Gram Stain (1)
ID System: MALDI-TOF Other Features/ Challenges: Results
See attached ID System results document. (1) Oxidase (Kovacs): negative
Beta-glucuronidase (E. coli Broth w/MUG): positive
: g
C 3
4—{41»\.&‘ . e
Amanda Kuperus
Quality Control Manager
AUTHORIZED SIGNATURE
(¢) of the iot number appearing on the product label enc pecking siip are merely & packaging event number. The lot number displayed on this certificate is the actual base lot
of the card, with the short i period, may produce results that differ

Note for Vitek®: Although the Vitek® panel uses many conventional tests, the unique
from publiished results obtained by other methods.

& Rofer to the enclosed product insert for instructions, intended use and hazard/safety information.

Individual products are traceable to a recognized culture collection.

ATCC Licensed
\ Derivative )

B

he ATCC cataiog marks are tragemarks of ATCC
C® cultures

need Derivative word mark an
to sell products derived from A

(0 The ATCH nsed Derivat
Microbiologios, Inc. is icensed

usa these trademarks

These tests are accredited o ISO/IEC 17025.2005

ACCREDITED
TESTING CERT #2655.01

© 2012 Microbiologics, Inc. All Rights Reserved. 200 Cooper Avenue North Saint Cloud, MN 56303 Page 1 of 1 DOC.286




& Microbiologics

Statistical Analysis Certificate

Microorganism Name: Escherichia coli

Reference # ATCC® 8739™*

Catalog #: 0483

Lot#: 483-617

Expiration Date: 2018/11/30

Mean Assay Value: 45 CFU per 0.1 ml

Standard Deviation: 5.4E+00

Coefficient of Variation: 12%

99% Confidence Interval of 4.2E+01 to 4.8E+01 CFU
95% Confidence Interval of 4.3E+01 to 4.7E+03 CFU

Method used to determine Mean Assay Value: Spiral Biotech Test Method

Medium Employed: TSA
Incubation Time and Temp: 24 hrs at 34-38 degrees C

\L‘{"VV‘\AL r-_-s-—f e
Amanda Kuperus

Quality Control Manager
AUTHORIZED SIGNATURE

The iast digit(s) of the ot number appearing on the product label and packing slip are merely a packaging event number. The ot number displayed on this certificate is the
actual base iot number. The information included in this Statistical Analysis Certificate is strictly based on the product's lot number. A product lot number may be assigned to
multipie packaging configurations. As a result, this certificate only lists the lot number and does not inciude 2 product description

© 2012 Microbiologics, Inc. All Rights Reserved. 200 Cooper Avenue North Saint Cloud, MN 58303
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ll.  CERTIFICADO DE ANALISIS CEPA Pseudomonas aeruginosa ATCC

9027

O Microbiologics

Certificate of Analysis: Lyophilized Microorganism Specification and Performance Upon Release
Specifications Expiration Date: 2018/7/31

Microorganism Name: Pseudomonas aeruginosa Release Information:

Catalog Number: 0484 Quality Control Technologist: Caitlyn J Laudenbach
Lot Number: 484-815 Release Date: 2017/3/24

Reference Number: ATCC® 9027 ™*
Purity: Pure

Passage from Reference: 3

Mean Assay Value: 40 CFU per 0.1 ml

Performance
Macroscopic Features: Medium:
Large. flat, circular to irregular shaped ?ray with silver sheen. A second SBAP
colony type may also be présent as small, found, shiny colonies
Microscopic Features: Method:
Straight or slightly curved gram negative rod. Gram Stain (1)
ID System: MALDI-TOF Other Features/ Challenges: Results
See attached ID System results document. (1) Oxidase (Kovacs): positive

(1) Motility B Medium: positive
Pseudomonas P Agar: positive (blue-green color
diffusing into the agarg

Growth at 42 C: positive

= X
C ;
‘L-éymA P = ’/«KL e

Amanda Kuperus
Quality Control Manager
AUTHORIZED SIGNATURE

The lot number displayed on this certficate is the actual base lot

Drsclaimer. The st digit(s) of he ot number appearing on the product label and pecking sip are merely 8 packaging event nuMber
number

period, may produce results that differ

Note for Vitek®: Although the Vitek® panel uses many tasts, the unique of the card, with the short
from publiished resuits obtained by other methods.

& Refer to the enclosed product insert for instructions, intended use and hazard/safety information.

Individuat products are traceable to a recognized cultura collection.

™ The ATCC Licensed Dervative Embiem, the ATCC Licensed Derivative word mark and the ATCC catalog marks are trademarks of ATCC.
ATCC Licensed
Denvative

Microbiologics, Inc. is licensed 1o use these trademarks end to sell products derived from ATCC® cultures

These tests are accredited 1o ISO/E

ACCREDITED
TESTING CERT #2655.01

P 2012 Microbiologics, Inc. All Rights Reserved. 200 Cooper Avenue North Saint Cloud, MN 56303 Page 1 of 1 DOC.286
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O Microbiologics

Statistical Analysis Certificate

Microorganism Name: Pseudomonas aeruginosa
Reference #: ATCC® 9027 ™*

Catalog #: 0484

Lot #: 484-815

Expiration Date: 2018/7/31

Mean Assay Value: 40 CFU per 0.1 ml

Standard Deviation: 4.5E+00

Coefficient of Variation: 11%

99% Confidence Interval of 3.9E+01 to 4.2E+01 CFU
95% Confidence Interval of 3.9E+01 to 4.2E+01 CFU

Method used to determine Mean Assay Value: Spiral Biotech Test Method
Medium Employed: TSA
Incubation Time and Temp: 24 hrs at 34-38 degrees C

|
a8 |

N, { } -
Mo~ — v,-.‘;,',_/-én-»-

Amanda Kuperus
Quality Control Manager
AUTHORIZED SIGNATURE

The last digit(s) of the lot number appearing on the product label and packing slip are merely & packaging event number. The lot number displayed on this certificate is the
actual base lot number. The information inciuded in this Statistical Analysie Certificate fe strictly based on the product's lot number. A product lot number may be assigned to
multiple packaging configurations. As 2 result, this certificate only lists the lot number and does not include 2 product description

© 2012 Microbiologics, inc. All Rights Reserved. 200 Cooper Avenue North Saint Cloud, MN 56303
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lll.  CERTIFICADO DE ANALISIS CEPA Staphyloccocus aureus ATCC 6538

O Microbiologics

Certificate of Analysis: Lyophilized Microorganism Specification and Performance Upon Release
Specifications Expiration Date: 2018/5/31
Microorganism Name: Staphylococcus aureus subsp. aureus Release Information:
Catalog Number: 0485

Lot Number: 485-527

Reference Number: ATCC® 8538™*
Purity: Pure

Passage from Reference: 3

Mean Assay Value: 60 CFU per 0.1 mi

Release Date: 2017/5/18

Quality Control Technologist: Caitlyn J Laudenbach

|

Performance
Macroscopic Features: Medium:
Medium to large, convex, circular, glistening, smooth, creamy, o aque, beta SBAP
hemolytic - both light gold and darkgr goid colonies may be pr)éseeu.
Microscopic Features: Method:
Gram positive cocci occurring singly, in pairs and in irregular clusters. Gram Stain (1)
ID System: MALDI-TOF Other Features/ Challenges: Results

(1) Catalase (3% Hydrogen Peroxide): positive
(1) Coagulase (rabbit piasma - tube): positive
(1) Beta Lactamase (Cefinase Disk): negative

See attached ID System results document.

"

e g i
"—é"u‘m o S _7;.4,‘...

Amanda Kuperus
Quality Control Manager
AUTHORIZED SIGNATURE

Disclaimer: The last digit(s) of the ot number appearing on the product labe! and packing siip 8re merely 2 packaging event number The lot number dispi

number

Note for Vitek@: Aithough the Vitek& panel uses many conventional tests, the unique envi of the card,
from published results obtained by other methods.

4. Refer to the enclosed product insert for instructions, intended use and hazard/safety information.

Individual products are tracesble to a recognized culture collection.

(")  The ATCC Licensed Derivative Emble
ATCC Licensed
Derivative )

m, the ATC:
Microbiologics, Inc. is licensed 1o use these rademarks 2nd to sell products derived CC® cultures

<

ACCREDITED
TESTING CERT #2655.,01

ayed on thie certificate is the actual base iot

with the short ion period, may produce results that differ

CC Licensed Derivative word mark and the ATEC catalog marks are trademarks of ATCC
< from ATCC® cultures.

2012 Microbiologics, Inc. All Rights Reserved. 200 Cooper Avenue North Saint Cloud, MN 56303 Page 1 of 1

DOC.286
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O Microbiologics

Statistical Analysis Certificate

Microorganism Name: Staphylococcus aureus subsp. aureus
Reference # ATCC® 6538 ™*

Catalog #: 0485

Lot #: 485-527

Expiration Date: 2018/5/31

Mean Assay Value: 60 CFU per 0.1 ml

Standard Deviation: 6.3E+00

Coefficient of Variation: 11%

99% Confidence Interval of 5.7E+01 to 6.2E+01 CFU

95% Confidence Interval of 5.8E+01 to 6.2E+01 CFU

Method used to determine Mean Assay Value: Spiral Biotech Test Method
Medium Employed: TSA
Incubation Time and Temp: 24 hrs at 34-38 degrees C

] /
L\L). e~ S /%(, /;;,c/_.,

Amanda Kuperus
Quality Control Manager
AUTHORIZED SIGNATURE

The last digit(s) of the lot number appearing on the product label and packing slip are merely a packaging event number. The lot number displayed on this certificate is the
actual base lot number. The information inciuded in this Statistical Analysis Certificate is strictly based on the product’s lot number, A product lot number may be assigned to
multiple packaging configurations. As 2 result, this certificate only lists the lot number and does not include a product description.

© 2012 Microbiologics. Inc. All Rights Reserved. 200 Cooper Avenue North Saint Cloud, MN 56303
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CERTIFICADO DE ANALISIS HISOPO FLOQUEADO DE PUNTA REGULAR

GenLab@

Tadaalnghia jd i |5 Thili

ESPECIFICACIONES TECHICAS

Jr. Cilspe: 'Wupareyul W 254 Linos, Lirma 14 PERL (Al
i . 3l lbayes Sy ks =} Hisopo Fiogueaaso de Punta Raguiar
Tall. 22500 Tl [51-1) A00-7501

-«-mtﬂ s . el ek £

Hisopo Flogueado de Punta Regular

DESCRIPCION Hlsopo FAoqueado esterdl de punta reguiar, adecsdo para
toma de muesiras amblentales con excelents recuperacion
de I CImOEnismos.

PRESENTACION Caja x 1000 hisopcs empacados Indvidualmenie.

[MERCE EWTWFU{W

PROCEDENCLA EE.LULL

[DESCRIPCION TECHICE 3 EE con

Mylon# gue estan dispuestas de una manes
cular.

tiznen nideo ansomente INEMD para diSpersan
Eas ar I3 muesira.
pempendculares de Nylong Sirven como
un cepilln suave ]r pemmiten mejrar 13 recolecoan
de muesTas de ciulas.
La accion capliar entre 1as hebras de fiora fadiia la
EXCE|enie recolecoidn de la muesira
Hasfio y anabtmico: Bl dissfio Onico
rnej:nla comodidad del padente y la muesha

La E\Il.lﬂﬂn rapida: Ubera de Inmedialn la muesira
en medios Hiquitos.

Cuantitativo: Medibie y cohsrente  absorchon
éptimo traslado de |3 muestra para una medcion
cuantitatva; mejora la sensibiidad oel ensayo.

Major recuperacion de células: Camoda para la
toma de muestras, flenen disefios anatomicos y un

]‘ cepilly suave con & fin de caplar rapidaments )
efcammente c2iulas.

Solucionss personallzadas: Se aciva segan los
requisios de persorallzadion especiica en tETn'Inﬁ
de dramica de ujp mejorada, rendmiento o anal
diana.

Aplicacionss  muitiplataforma: Son compatibles
con mtiples aplcachones.

Marufachurado en conformidad con la Clasificacian

m para wso quinrgicaments Invasive ransiono.

Can lole y fecha de ra impreso en & envase
EIIEIHDH-E:?IE:BEE ”me_:qﬂ
Manuraciurado en cusmpllmiento com:
o 150 3001
= ECS3MZ
o 10 13485
Disiancia punio de corbe (para Swab Tip): S0mm
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CERTIFICADOS DE EQUIPOS UTILIZADOS

CERTIFICADO DE CALIBRACION DEL POTENCIOMETRO INOLAB

SERVICIO DE ASEGURAMIENTO METROLOGICO

Advanced Metrology

Tecnologis Calidad

( 5y
CERTIFICADO DE CALIBRACION N°: 46403-1104-CLS-2017
Expediente - 419-13113-2017
Padgina  : 1de2
Fecha de emision . 2017-01-20

1. SOLICITANTE

DIRECCION

2. INSTRUMENTO DE MEDICION : POTENCIOMETRO
MARCA TOWTW
N° DE SERIE ;14320815
MODELO :  INOLAB PH-7310P
ALCANCE DE ESCALA . -20220,0 pH ; -2,00 2 20,00 pH y -2,000 2 12,999 pH
DIVISION DE ESCALA : 0,1pH ;0,01 pHy 0,005 pH
TIPO DE INDICACION :  DIGITAL
PROCEDENCIA :  ALEMANIA
IDENTIFICACION :  Cl-13694 / CCMB-023
UBICACION :  MICROBIOLOGIA

3. FECHA Y LUGAR DE MEDICION
La calibracion se realiz6 el dia 20 de Enero dei 2017

4, METODO.
La calibracién se realizé tomando como referencia la PC-020 *Pi iento para la calibracidon de medidores de pH" del
SNM-INDECOPI.

5. PATRON DE MEDICION.

401 pH 11321 SRMde NIST

7.01 pH 25521 SRM de NIST

10,01 pH 01G54 SRMde NIST
TERMOMETRO DIGITAL LUTRON LT-750-2016 INACAL
BAROMETRO 5 LUTRON LFP-400-2016 INACAL
TERMOHIGROMETRO LUTRON LT-755-20186 INACAL

6. CONDICIONES AMBIENTALES.
La calibracion se realizé bajo las siguientes condiciones ambientales:
Temperatura: 226 °Ca 228 °C Humedad Relativa: 561 %a 559 %
Presion atmosférica : 1005,1 mbar a 10051 mbar

7. OBSERVACIONES.

. Losresultados de las mediciones efectuadas se muestran en la pagina 02 de! presente documento.

. Para el célculo de la incertidumbre de medicion se utilizé un factor de cobertura k=2 que corresponde a un nivei de confianza

de aproximadamente 95 %

. Para mejores resultados, se realizé ajuste en los puntos pH 4,01 ; 7,01 y 10,01.

. Con fines de identificacién se colocd una etigueta autoadhesiva de color verde con la indicacién “CALIBRADO".

. La periodicidad de la calibracién depende del uso, mantenimiento y conservacién del instrumento de medicion.

VB \

T

~——Metroioay sac.

\_PROHIBIDA LA REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL DE ESTE DOCUMENTO SIN AUTORIZACION ESCRITA DE ADVANCED METROLOGY SAC )

Jr. Tnte. Aristides del Carpio N° 1626 Urb. Los Cipreces - Cercado de Lima, Lima - Peri Telf.: 564-5937 / 564-2046 | 564-5244 Telefax: (511) 564-5492
RPM: #677755 RPC: 963754100 Entel: 981167242 E-mail: ventas@ametrology.pe / www.ametrology.com
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CERTIFICADO DE CALIFICACION DEL AUTOCLAVE LABOKLAV

Kossodo (&)

el mejor EQUPO para su laboratorio
CTt.ﬁCdd de C [115 6
Qualification Certificate
N° KS16-0176-3
Cliente: Este Cerificado de Calificacion documenta la trazabilidad a patrones
Customer Nacionales o Intenacionales, que realizan las unidades de medida de
Direccion: : g
Address acuerdo con el Sistema Intemacional de Unidades (S)
Objeto calificado: AUTOCLAVE KOSSODO S.A.C. - Division de Metrologia mantiene y calibra sus patrones
Quliod abect de para garantizar la cadena de jlidad de las
Marca: LABOKLAV o ) 3
and que realiza, asi mismo realiza certificaciones metroldgicas 2 solicitud de los
Modelo: 80-MECO interesados y brind asistencia técnica en temas relacionados al campo de
Moce!
Nimero de Serie: 02154088 la metrologia en la industria peruana.
Sevis Number Con el fin de asegurar la calidad de sus mediciones el usuario deberia
Identificacion: 669636 ) )
Identification recalibrar sus instrumentos a intervalos apropiados.
Lugar de Calificacion: Laboratoric de Microbiologia - Sala de This Certficate of Qualfication documents the traceabilly to national ot infemations!
Place of Quakiicaion Esterilizacion . standards, which roakzs the unts of measuremsnt sccording to the Infemationel System of
Orden de Trabajo: 0T-01600889 i
Wor Orer KOSSODO SAC. - Metrobgy Division supports and calibrates his reference stendards to
Fecha de Calificacion: 2016-08-25 al 2016-08-26 guarantee the chain of traceability of the measurements reaized, as well as the metrological
Delclgyecaion certifications reakize af the request of the mterested parties and offers technical assistance in
Fecha de Emisién: 2016-08-29 topics relsted to the metrology fiek! i the Peruvian industry.
Date of Issue In order to assure the quallty of the user should be ing his instruments
at appropriate infervals.
CARACTERISTICAS DEL OBJETO CALIFICADO
Charactensiics of the quaified object
Tipo de Indicador: Digital Tipo de Selector: Digital Tipo de Manémetro Digital
Type of indicating device Type of set pont device Gaugw Type
Alcance de Escala: No indica Alcance de Escala: 98 °C 2 135 °C Alcance de Escala: No indica
Scale range of indicating devics Scale range of seffing device Scale range of sefting device:
Division minima: 01 C Divisién minima: 01 °C Division minima: 01 kPa
Minimum division Minimum division Scale interva! of setfing device
Superficies intemas: 2 Carga utilizada (%): 60%

Infemal layers

Temperatura de calificacion:

Quaification temperature

METODO DE CALIFICACION

quakiication Method

Used load (%)

121°C = 2°C

Lz calificacién se ha realizado mediante la determinacion de la temperatura, por comparacion directa tomando como referencia el procedimiento, PC-006
Procedimiento de Calibracion de Autoclaves - SNM-INDECOPI, Segunda Edicion.

mmngmmwywmmgmmmm.byabedmmpmmafwnmmmpwm PC- 006 Aufociaves Calibration Procedure - SNM- INDECOP! , Second Edition

Director de Metrologia Supervisor de Laboratorio
Metrology Director Laboratory Supervisor
F (7.
é .
Ernesto Rodriguez Moron Francisco Ramos Ttito
Péagina 1 de 13
Edicion 02 - Marzo 2013 Page1 of 13
'rohibida la reproduccién total o parcial de este dn ll 6n de Ki do S.A.C. Ested carece de validez sin sello y firmas correspondientes
partial or total ion of this de is prohibi ion of Kossodo S.A.C. This document is not valid without the respective stamp and signature

Oficina de Ventas: Jr. Chota 1161 - hma Peri |Te|efonos: (+ (51-1) 619-8400 | Anexo 1401 | E-mail: metrologia@kossodo.com | www.kossodo.com
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REPORTES DE PROMOCION DE CRECIMIENTO DE MEDIOS DE CULTIVOS

UTILIZADOS

AGAR MACCONCKEY (MC)

VERIFICACION DE LA EFECTIVIDAD DE LOS MEDIOS DE CULTIVOS

nomere : = Acne Hac Genclteny ' HC"
) Nonclc '

MARCA : LOTE: YMIIN2LS
FECHA DE INGRESO : 201%02-20 FECHA DE VENCIMIENTO 2029-03-1F
FECHA DE USO 20014.0S5-321 FECHA DE PREPARACION : 0% -N"-0b
LOTE DEL MEDIO PREPARADO: HC 0 3-13
PROMOCION. DE CIWEQ EC) i )
ENSAYO: } i \eticte S—"LQC‘}‘NC/ FECHA DE ENSAYO: 2014-11.03
1 1
Microorganismo de Pruebg ATCC Lote N° Pasaje N° Cor;ca:v:gcxc Propiedad
Staphylococcus aureus 6538 UXS-OJF 3 3= "hibfmnc,
Escherichia coli 8739 933-61+ 2 21 [ &
Pseudomonas aeruginosa 9027
Bacillus Subtillis 6633
Salmonella enterica 14028
Candida Albicans 10231
Aspergillus Niger 16404
LECTURAS |FECHA DE LECTURA:
MEDIOS DE CULTIVO SOLIDOS * MEDIO DE CULTIVO LIQUIDOS*
% i Ti Ti In i
ATTG - x— - x— T P i ;:n— emgza:iunu -
TCOB3-1%  [HCCI313  [TTSACE-AE | TSACE-13 (703 [hea
6538 0-0 c—@:,lt‘% 31-3 3+ oY
8739 13.15 ™~ 23-18 1 b3 °/
9027
6633
14028
10231
16404
* Mecics de Cultive a verificar o 3 «
= Madio de cultivo de referencia ég;r b f*ﬁ CS6r 0 ‘\f'» Lote 124 029-13 *=Tnarpromide + rnlndens i, e d s (3

RESULTADOS

OBSERVACIONES

Realizado Por %3&2 Fecha: Q013 -1M-10
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AGAR MANITOL SALADO (MAN)

VERIFICACION DE LA EFECTIVIDAD DELOS M

EDIOS DE CULTIVOS

amrM -SCLJ:’C\dJ’

NOMBRE : * Aoow
B LOTE:

;\
MARCA : 1 |ohC U~

VI{o+H 2O

FECHA DE INGRESO : 014 -09-Y FECHA DE VENCIMIENTO : ___ 201X-0%-12~
FECHA DE USO : JOVT-072- NS FECHA DE PREPARACION: AN - 1%F
LOTE DEL MEDIO PREPARADO: _ TIAN NI1Z2-13
PROMOCION\DE CRECIMIENTO (PC) .
ENSAYO: FECHA DE ENSAYO: 2003 -11-20
Microorganismo de Pruebg ATCC Lote N°® Pasaje N° Corrx]c(letgcm Propiedad
Staphylococcus aureus 6538 O¥0-51F = o O ( 3
Escherichia coli 8739 A5 L1t 3 U AN h by
Pseudomonas aerug/nosa 9027
Bacillus Subtillis 6633 S
Salmonella enterica 14028 ~
Candida Albicans 10231
Aspergillus Niger 16404
LECTURAS |FECHA DE LECTURA:
MEDIOS DE CULTIVO SOLIDOS * MEDIO DE CULI1VO LIQUIDOS*
ATTC i o X__ :_ X__ % s mcuT;:z:: ::h-- Tiempo Incubacion
MANGY2.1D | YANDIZAY | TSh
6538 | 20-1+4 1y g -1+ Hip 32/
8739 0«0 @) 33.30 34 )
9027
6633
14028
10231 i = T——F
16404 [,

* Medios de Cultivo a verificar # .——</ \
A 3 ~p
= Medio de cultivo de referencia '_ﬁar 17"/? 100862 CR .. Lote:
A ) '\S\Ch] 7.9

***Interpretacion: (+): Crocimiento bacteriano, presencia de turbidez., (-):
Crecimiento bacteriano acgativo, no hay presencia de turbidez.

Realizado Por: | -blCiZ/

RESULTADOS :
conrore [ X ] e ]
OBSERVACIONES :
Fecha: 2C )+ -I1- 22~
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. AGAR CETRIMIDE (CET)

VERIFICACION DE LA EFECTIVIDAD DE LOS MEDIOS DE CULTIVOS

I
NomsRe : = /ooy (dmapide, “ (e’ .
MARCA : T vlev i LOTE: P TI8T
) FECHADEINGRESO: | J0VF-0OZ 1+ FECHA DE VENCIMIENTO : __ 90D1-05-07/
%-n.m FECHA DE USO: mmm—e_%_ FECHA DE PREPARACION: U~ 11.7%4f
LOTE DEL MEDIQ PREPARADO: N3 1%
PROMOC DE CRECIMIENTO (PC)
ENSAYO: Sontien FECHA DE ENSAYO: Q01+ -11-1.0
= -
Microcrganismo de Pruebd ATCC Lote N° Pasaje N° VO;C?JSQO [ Propiedad
Staphylococcus aursus 6538 ’
Escherichia coli 8738 | o-01E 3 30 _1abibfo
Pseudomonas aeruginosa 9027 HRE.R1S 3 21 C/
Bacillus Subtillis 6633
Salmoneila enterica 14028
Candida Albicans 10231
Aspergiilus Niger 16404 |
LECTURAS |FECHA DE LECTURA:
| MEDIOS DE CULTIVO SOLIDOS * MEDIO DE CULTIVO LIQUIDOS*
ft % R i T de Tiem; eubacit
aTie | Moo | prammox__| FRIR) | prammtax_ | gt || T [T g
CCion43  |Eon- [TE2.12 [ReG13
6538
[ 819 | C.0O 0 3%-30 3+ O
| oor | oy | 4+ |22 | 2y 5%/
663 ]
| 14028 J
F =
10231
16404 ' N\

= Medic de cultivo de srwnrca

* Medics de Cuitivo a verificar
o h—‘ C@&: c m 219 ***Interpretacion: (+): Crasimisnto bacteriano, presencia da rusbidez.. (-
L 1. Lote - Crecimuento sactenand negaavo. ao hay sresecia de nurbidez

RESULTADOS :

CONFORME | z NO CONFORME]

OBSERVACIONES :

|Realizado P:»%‘QV Fecha: 2012 -11-22 1

|
|
|
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BACTO PEPTONA (AP)

VERIFICACION DE LA EFECTIVIDAD DE LOS MEDIOS DE CULTIVOS

NomeRe : =~ Brctr Portengy v AP

MARCA : Lalh Cemdc LOTE: <0530
FECHA DE INGRESO : ’sf‘ 16-0F ;; FECHA DE VENCIMIENTO : 20NX-OD
FECHA DE USO : Q01¥.04H-2 FECHA DE PREPARACION : 201¥ 11-Qlo
LOTE DEL MEDIO PREPARADO: AP 2613
PROMOCION DE_CRECIMIENTO (PC)
ENSAYO: FECHA DE ENSAYO: 209%-41-10
Microorganismo de Pruebg ~ ATCC Lote N° Pasaje N° N Propiedad
n (Ufc) =
Staphylocaccus aureus 6538 Ux5.57> 2 37,
Escherichia coli 8739 H¥3. 61T ) A3 « %4
Pseudomonas aeruginosa 9027
Bacillus Subtillis 6633
Salmonella enterica 14028
Candida Albicans 10231
| Aspergillus Niger 16404
LECTURAS [FECHA DE LECTURA:
MEDIOS DE CULTIVO SOLIDOS * MEDIO DE CULTIVO LIQUIDOS*
ATTC u X__ = Promedio X__ % Rxec_us;czion ma‘:::: zd:n"' Tiempo lncmubacmn

6538 (4 )

8739 (+)

9027

663

[y

14028

10231

16404

* Medios de Cultivo a verificar

/ F’ 5 (=3 ) én: (+): Co dex. -
= Medio de culivo de referancia %cw ét%ccoo,c, 0. o LS O321% N O QRS Ve s R e

{

RESULTADOS :

covrorve [ o ] Noconrorve — ]

OBSERVACIONES :

Realizado Por \,T’\u icZ: Fecha: R01FE-11.13
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V. AGAR TRIPTICASA DE SOYA (TSA)

VERIFICACION DE LA EFECTIVIDAD DE LOS MEDIOS DE CULTIVOS

— I,
NomBRE : = A0 T ﬂl’(ascd defova "TSA"
MARCA : ) LOTE: VT FSS5XE5X
FECHA DE iINGRESO Jw [OEE! FECHA DE VENCIMIENTO | __ D0 27- OF1-1
FECHA DE USO: OT#-210-2» FECHA DE PREPARACION : 9013 -1 _OZS
LOTE DEL MEDIO PREPARADO: L SS L): 32 13
PROMOCION 05 MIENTO C)
ENSAYO: C pd“, A ac FECHA DE ENSAYO: 201%-11-08
Microorganismo de Pruebg ATCC Lote N° Pasaje N° Cor;o(egft;?cio Propiedad
Staphylococcus aureus 6538 UX9-50F 3 4 %8
Escherichia coli 8739 33361+ S 21 PC
Pseudomonas aeruginosa 9027 HXH-315 3 15 re
Bacillus Subtillis 6633 | 936.59F 3 q) 9%
Salmonella enterica 14028
Candida Albicans 10231 | 993-G b 3 33 e
Aspergillus Niger 16404 392 -loloy 3 14 PC/
LECTURAS IFECHA DE LECTURA:
MEDIOS DE CULTIVO SOLIDOS * MEDIO DE CULTIVO LIQUIDOS*
ATTC | Rx‘fﬁ(m—c) Promedio X__ --_mw o I X x_A mmz:g:: ;:n-' mmp‘:e’:?'bwc"
03211 [TSAG2.1% [THe9-1% | T02a0
6538 | 32-3) 2/ 31-3 34 b S
8739 | 32-33 K 238 21 15517/,
9027 | 31-3% 33 1514 15 220°/.
6633 H1.43 '-17/ 44 40 4/ 100°/-
14028
10231 3330 34 32-35 33 103°/-
16404 | 1%:19 13 -1 14 123-"-/'
* Madios de Cultivo a verificar e X f-lclxg = ;
** Madio de cultivo de referencia ,)/ﬂg\fh“ﬂ F%CC‘SLVC&—Q\"Q Lote: ! 029-13 mgiﬁ:";j:mﬁ:zﬂ:m:‘t:::“' o
RESULTADOS :
conForme [ X | NOCONFORME  — |
OBSERVACIONES
Realizado Por : &‘@(Jl Fecha: 207% .41-~10
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VI. MANITOL SALADO ROJO FENOL (MAN)

VERIFICACION DE LA EFECTIVIDAD

DE LOS MEDIOS DE CULTIVOS

u

FECHA DE USO: |S-0Z- o4
LOTE DEL MEDIO PREPARADOQ: AU €Y

FECHA DE PREPARACION :

NOMBRE : * honlol sulopo  Zeio Bendl e
MARCA - Ficzee [OTE: VHI61659
FECHA DE INGRESO : 1'2 —C—cH FECHA DE VENCIMIENTO : 2013} ~ U —C3

(e -21

PROMOCION DE CRECIMIENTO (PC)
SV O

ENSAYO: P riemo SUuso FECHA DE ENSAYO: 6 OF-21.
Microorganismo de Pruebg ATCC Lote N° Pasaje N° Cor:]c(eg;guo Propiedad
Staphylococcus aureus 6538 U&s -2y >* e P.C
Escherichia coli 8739 183 -3L0 29 382 P-Inrubioin
Pseudomonas aeruginosa 9027
Bacillus Subtillis 6633
Salmonella enterica 14028
Candida Albicans 10231 ]
Aspergillus Niger 16404
LECTURAS |FECHA DE LECTURA: -
MEDIOS DE CULTIVO SOLIDOS * MEDIO DE CULTIVO LIQUIDOS*
Recuento(ufc) % Tiempo de Tiempo Incubacion
ATTS - HAUaM PrOMdR Xlg:? “%S??G S % X_ %X Incubacion 24h** o
6538 |S0-62 | 56 |30-%0 X0 |sfro=30% | N
g139 | or© © 134 -89 | 82 nz=ov. e
9027 e
6633 . ey
e L &
14028 s 30 Ny
~— B
10231
16404

* Medios de Cultivo a verificar

A &'rce SO = 2L
** Medio de cultivo de referencia. Py Mv o ... Lote: = S

***Interpretacion: (+): Crecimiento bacteriano, presencia de hurbidez., (-)
Crecimiento bacteriano negativo, no hay presencia de turbider

RESULTADOS :

noconrorue — ]

OBSERVACIONES : g
A° s emaeat ) )

Realizado Por :

Fecha

Supervisado Por:

Fecha:
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VIl. CALDO PEPTONA LECITINA POLISORBATO (CPLP)

VERIFICACION DE LA EFECTIVIDAD DE LOS MEDIOS DE CULTIVOS

CalOC RoPIoNO, ©¢ cadtifa  ctitne REITae? ba’d Y oemp”

NOMBRE : *

MARCA : HReEerecl LOTE: A NAx Y ES

FECHA DE INGRESO: | —OX\—C2_ FECHA DE VENCIMIENTO : i 8-03-\&

FECHA DE USO: 1S-C<-l T FECHA DE PREPARACION: { 6 -Cb-2%

LOTE DEL MEDIO PREPARADO: CpL P oCH

PROMOCION DE CRECIMIENTC (PC) z&
ENSAYO: __ P HMCDIO  QU@oiD FECHA DE ENSAYO: _| 6 06—

i > Concentracio 3
Microorganismo de Pruebg ATCC Lote N° Pasaje N° n (Ufe) Propiedad
Staphylococcus aureus 6538 485- 24 29 44 [

—1Es coli 8739 48321 rad o (e

Pseud aeruginosa 8027
Bacillus Subtilli 6633
Sall /la enterica 14028
Candida Albicans 10231
Aspergillus Niger 16404
LECTURAS |FECHA DE LECTURA:
MEDIOS DE CULTIVO SOLIDOS * MEDIO DE CULTIVO LIQUIDOS*
ATTC R.a:o-nt:(ufc) P fio X__ Raﬂ:ﬁ(-ulc] Promedio X__ % qupox'njlon Tm ;:h b= w‘&vimon
6538 (#) )

s e o PP NN [RSNITHEI WSS\ S I a— «.»H.,).._.M ks
8739 : - —e s
9027 e W (+) (+)

6633
\1
14028
<]
10231 5
- = ===
* Medios de Culitive a verificar . ) & aa "
= Medio de cultvo de referencia:  RUBIL V7T PlTcoocs Seud, TSOCZ L R e e

RESULTADOS :

OBSERVACIONES : h &
L% pe tmuanz ) )

Realizado Por :

Supervisado Por:
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ANEXO N° 6
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IMAGENES - ANALISIS DE LOS METODOS ANALITICOS POR HISOPADO

Imagen 1: Material estéril para activacion de Estandar biolégico

accu shot’

RO THRWWR
S. aureus
oo 485271
0485A
i 20180531

comizz 6538 ™

Imagen 2:

Pricenmos A ot b o 1 heid o firel
Ele ittt o

fi b v e sy ket
R R
A Cattfen ’Hmnmwmu

Estandar biolégico; (a) ATCC 6538 S.aureus dosada; (b) ATCC 8739 E.coli liofilizada.
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l. LIMITE DE DETECCION Y CUANTIFICACION (50,100 Y 200 UFC / ML),
POR TIPO DE MICROORGANISMOS DE TRABAJO

Imagen 4: Recuento microbioldgico ATCC 8739 E.coli; (a) <50 UFC (b) < 100 UFC (c) < 200 UFC
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Imagen 5: Recuento microbiol6gico ATCC 9027 P.aeruginosa; (a) < 50 UFC (b) < 100 UFC (c) < 100 UFC
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[I.  INOCULAR SOBRE SUPERFICIE SIMULADA (PLACAS PETRIS) CON
AYUDA DEL MARCADOR (5 CM2 X 5 CM?, METODO: HISOPO
APLICADOR CON PUNTA DE ALGODON + CALDO PEPTONA

LECITINA POLISORBATO

Imagen 6: Método hisopo aplicador con punta de algodén + caldo peptona lecitina polisorbato.

Imagen 7: Placas Petri inoculadas
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L. INOCULAR SOBRE LA SUPERFICIES SIMULADAS (PLACAS PETRIS)
CON AYUDA DEL MARCADOR (5 CM2 X 5 CM2), METODO: HISOPO
REGULAR DE PLASTICO PUNTA DE NYLON SUAVE ESTERIL
FLOQUEADO Y SOLUCIONES ACOMPANANTES *

Imagen 8: Método hisopo regular de plastico punta de nylon suave estéril floqueado y soluciones acompafiantes* (a)
directo; (b) indirecto.
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[I.  INOCULAR SOBRE LA SUPERFICIES SIMULADAS (PLACAS PETRIS)
CON AYUDA DEL MARCADOR (5 CM2 X 5 CM2), METODO: HISOPO
REGULAR DE PLASTICO PUNTA DE NYLON SUAVE ESTERIL
FLOQUEADO + SOLUCION AMORTIGUADORA DE CLORURO DE
SODIO — PEPTONA E HISOPO REGULAR DE PLASTICO PUNTA DE
NYLON SUAVE ESTERIL FLOQUEADO + CALDO PEPTONA LECITINA
POLISORBATO

Imagen 9: (a) Método Hisopo regular de plastico punta de nylon suave estéril floqueado + caldo peptona lecitina polisorbato
(b) directo.

Imagen 10: (a) Método Hisopo regular de plastico punta de nylon suave estéril floqueado + caldo peptona lecitina
polisorbato- Lectura
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lll. TODO EL MATERIAL TRABAJADO SERA INCUBADO Y LUEGO SE
PROCEDE A SU LECTURA E IDENTIFICACION

Imagen 11: Material incubado por tipo de método.

Imagen 12: Lectura de placas por tipo de ATCC (a) ATCC 9027 ; (b) ATCC 8739
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Imagen 12: Lectura de placas por tipo de ATCC (c) ATCC 6538

Imagen 13: Lectura de tubos por tipo de método
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IV. SELECTIVIDAD POR METODO

Imagen 16: Agar cetrimide — ATCC 9027
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