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Resumen

La presente investigacion tuvo como Objetivo: Validar la Técnica analitica de Recuento
Microbiano, mediante la dilucion - neutralizacion del Amonio Cuaternario al 0,25 %, utilizando
como Método de vertido en placa para la recuperacion de microorganismos de prueba, para el
desarrollo de los pardametros estadisticos se utilizé los Softwares SPSS y Minitab. Los Resultados
obtuvieron recuentos menores a 100 UFC para las Cepas Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027
Staphylococcus aureus ATCC 6538, Bacillus Subtilis ATCC 6633, Candida albicans ATCC
10231 y Aspergillus brasiliensis ATCC 16404, la prueba de Aptitud recuperé todos los
microorganismos de prueba en la dilucion 102 y presentd crecimiento e identificacion de
microorganismos especificos. La Validacion del método de neutralizacion evidencid eficacia
adecuada del neutralizante en la dilucion 102 y a su vez se demuestra la ausencia de toxicidad del
neutralizante. La Exactitud de los porcentajes de recuperacion se encuentran dentro del intervalo
de confianza del 90%, la Precisién del ensayo se encuentra < 15 % del coeficiente de variacion, a
su vez se demuestra que los neutralizantes utilizados son especificos para inhibir las propiedades
antimicrobianas del Amonio Cuaternario. EI Limite de deteccion recuper6 Pseudomonas
aeruginosa > 11 UFC vy Staphylococcus aureus > 17 UFC la robustez demuestra que no existe
variabilidad significativa en los recuentos, en distintos tiempos de incubacién Concluyendo que
el método de dilucion — Neutralizacion con Lecitina de soya 0,5% y Polisorbato 80 4%, permitio

la recuperacion de los microorganismos de prueba en la dilucion 1072,



Xiii

Palabras clave. Validacion, Dilucién - Neutralizacién, Recuento Microbiano.

Abstract

The objective of this research was: To validate the analytical technique of Microbial
Counting, through the dilution - neutralization off Quaternary Ammonium at 0.25%, using the
method of pouring onto a plate for the recovery of test microorganisms, for the development of the
parameters. SPSS and Minitab software were used for statistics. The Results obtained counts less
than 100 CFU for the Strains Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 Staphylococcus aureus ATCC
6538, Bacillus Subtilis ATCC 6633, Candida albicans ATCC 10231 and Aspergillus brasiliensis
ATCC 16404, the Aptitude test recovered all the test microorganisms in the 1072 dilution and
presented growth and identification of specific microorganisms. The Validation of the
neutralization method showed adequate efficacy of the neutralizer at the 102 dilution and in turn
demonstrated the absence of toxicity of the neutralizer. The accuracy of the recovery percentages
is within the 90% confidence interval, the Precision of the test is < 15% of the coefficient of
variation, in turn it is demonstrated that the neutralizers used are specific to inhibit the
antimicrobial properties of Ammonium. Quaternary. The Detection Limit recovered Pseudomonas
aeruginosa > 11 CFU and Staphylococcus aureus > 17 CFU. The Robustness demonstrates that
there is no significant variability in the counts, at different incubation times. Concluding that the
dilution method — Neutralization with 0.5% soy Lecithin and Polysorbate 80 4% allowed the

recovery of the test microorganisms in the 102 dilution.
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INTRODUCCION

La validacion de métodos microbioldgicos es de gran importancia, ya que asegura que la
técnica analitica a implementar para el analisis microbiologico de dispositivos médicos a base de
solucion de Amonio Cuaternario al 0,25 % garantice que la calidad microbioldgica que presente
el producto se encuentre dentro de los limites establecidos por el laboratorio y a su vez cumpla con
los lineamientos de las entidades regulatorias.

En el capitulo | se plantean y formula el problema general y especificos, y se exponen el objetivo
general y especificos, a su vez se plantea la justificacion tedrica, metodoldgica y practica. En el
capitulo Il se presentan los antecedentes nacionales e internacionales de validacién
microbioldgica, y el contenido de las teorias de la investigacion. En el capitulo 111 muestra el tipo,
el enfoque, y el disefio de esta investigacion; se presenta la matriz con las variables y
operacionalizacion, a su vez se plantea la técnica e instrumentos de recoleccién de datos, los
aspectos éticos donde se protege la confidencialidad del producto y su formulacion. En el capitulo
IV, se exponen los resultados y la discusion a partir del desarrollo de los objetivos especificos. En

el capitulo V se presentan las conclusiones y recomendaciones con respecto a esta investigacion.



CAPITULO I: EL PROBLEMA
1.1. Planteamiento del problema

Desde la década de los afios 50 del siglo pasado, se reporto la aparicién de las primeras
cepas bacterianas capaces de adquirir resistencia a biocidas, demostrando la capacidad de los
microorganismos de realizar mutaciones para resistir a estos compuestos (1); ocasionando que
reduzca su accién para el cual fue elaborado y por lo tanto estos microorganismos puedan
generar infecciones (2).

La presencia de Amonio Cuaternario para limpieza de superficies presenta actividad
bactericida para la recuperacién de microorganismos de prueba. La Farmacopea Americana
(USP NF 2023) menciona los neutralizantes para inhibir esta accion, pero no la concentracion
a utilizar, el cual un neutralizante en estudio requiere ser validado, para demostrar la eficacia
del método de recuperacion de la carga microbiana que podria presentar el producto (3).

El ensayo microbioldgico de Dispositivos Médicos no se encuentra descritos en las
Farmacopeas u otras referencias reconocidas, por lo cual se deben establecer pardmetros de
validacion y los resultados deben evaluarse con métodos estadisticos apropiados, basados y

descritos en las Farmacopeas (4).



En la “Ley de los Productos Farmacéuticos, Dispositivos Médicos y Productos
Sanitarios” (Ley N° 29459) establece las pautas para la elaborarlos, en el cual la inspeccion
de plantas de fabricacion de laboratorios es asumida por la Direccion General de
Medicamentos Insumos y Drogas (DIGEMID) para el cumplimiento de su certificacion,
mediante las Buenas Préacticas de Manufactura (BPM) (5), a su vez siguiendo los lineamientos
de las Buenas Practicas de Laboratorio (BPL) (6).

Actualmente la validacion de métodos microbioldgicos para Dispositivos Médicos no
se encuentra normados por DIGEMID y el Centro Nacional de Control de Calidad (CNCC);
el cual cada laboratorio valida e implementa la metodologia de los productos que requieran
ser validados. La norma de Buenas Practicas de Manufactura (BPM) menciona que los
métodos analiticos deben ser validados para su uso previsto, verificando inicialmente si el
producto terminado que se analiza por primera vez presenta interferencias a partir de los
excipientes o el principio activo (7).

El laboratorio elabora soluciones de Amonio Cuaternario al 0,25%, por la accion
bactericida que presenta, es necesario que se implemente un esquema de neutralizacion para
la recuperacion de microorganismos de prueba, y se determine los pardmetros de validacion
teniendo como referencia la Farmacopea Americana, en el cual presentan pautas para el
desarrollo de los parametros de validacion mediante la interpretacion de los datos, criterios
de aceptacion y el desarrollo de métodos estadisticos (8).

Productos con potencial antibacteriano no son exentos de contaminacion

microbiologica, en ocasiones se han reportado casos de deteccion de microorganismos fuera



de sus especificaciones, lo cual la entidad reguladora DIGEMID tiene la facultad de alertar,
retirar y posteriormente ordenar su destruccion (9).

Es necesario determinar y validar un método de neutralizacion para la solucion de
Amonio Cuaternario al 0,25% para lograr recuperar los microorganismos que podrian
encontrarse en las muestras. La importancia de desarrollar este ensayo es garantizar la calidad

de este Dispositivo Médico (10).

1.2. Formulacion del problema
1.2.1. Problema General
¢Sera posible validar el ensayo microbioldgico de una solucion de Amonio Cuaternario
al 0,25 % para limpieza de superficies, basado en la Farmacopea Americana Vigente.

Lima 2023?

1.2.2. Problemas Especificos
a.- ¢Como se estandariza las cepas de referencia basado en la Farmacopea Americana?
b.- ¢Como se verifica la prueba de Promocion de Crecimiento de los Medios de Cultivo
basado en la Farmacopea Americana?
c.- ¢Como se realiza el procedimiento de Aptitud del Método en presencia del producto
basado en la Farmacopea Americana?
d.- ¢Cual sera la Validacion del método de neutralizacion mas adecuado para neutralizar

las propiedades antimicrobianas basado en la Farmacopea Americana?



e.- ¢Cuales son los Parametros de Validacion del ensayo microbiologico basado en la

Farmacopea Americana?

1.3. Objetivos de la investigacion
1.3.1. Objetivo general
Determinar la validez del ensayo microbioldgico de una solucion de Amonio
Cuaternario al 0,25% para limpieza de superficies, basado en la Farmacopea

Americana Vigente. Lima 2023.

1.3.2. Objetivos especificos

a.- Estandarizar las cepas de referencia basado en la Farmacopea Americana.

b.- Realizar la prueba de Promocion de Crecimiento de los Medios de Cultivo basados en
la Farmacopea Americana.

c.- Determinar la Aptitud del Método en presencia del producto basado en la Farmacopea
Americana.

d.- Determinar la Validacion del Método de Neutralizacién mas adecuado para

neutralizar las propiedades antimicrobianas basado en la Farmacopea Americana.

e.- Determinar los Parametros de Validacion del ensayo microbiologico basado en la

Farmacopea Americana.



1.4. Justificacion de la investigacion

1.4.1.

1.4.2.

1.4.3.

Teorica

Implementar una metodologia para la validacion teniendo como referencia la
Farmacopea Americana, ya que actualmente no existe normativa para la validacion del
ensayo microbiologico de Dispositivos Médicos.

La Validacién del ensayo microbiologico sirve para demostrar que el método
de analisis a emplear para el recuento Total de Microorganismos Aerobios Mesofilos
(RTMA), Recuento total de Hongos y Levaduras (RTHL) y Microorganismos
Especificos sean de confiabilidad, evitando obtener falsos resultados negativos o falsos

resultados positivos.

Metodoldgica
Esta investigacion servira de referencia para la elaboracién de protocolos de
Validacion en futuras investigaciones que se realizaran a Dispositivos Médicos no

invasivos, que presenten Amonio Cuaternario en su composicion.

Préctica

La presente investigacion tiene como finalidad dar validez e implementar la
técnica analitica del Recuento total de Microorganismos Aerobios Mesofilos,
Recuento Total de Hongos y Levaduras y la recuperacion de Microorganismos

Especificos, para dar confiabilidad al ensayo microbioldgico del Dispositivo Medico.



1.5. Limitaciones de la investigacion
Se realiz6 una bulsqueda exhaustiva de informacién, encontrandose escasas
investigaciones de validacion relacionados a la Validacion de Amonio Cuaternario. Para
resolver esta investigacion se utilizo6 como material de referencia validaciones de productos

farmacéuticos y la Farmacopea Americana NF 2023.



CAPITULO II: MARCO TEORICO
2.1. Antecedentes de la investigacion
ANTECEDENTES INTERNACIONALES
Araujo et al. (11). En el afio 2011. En este articulo tuvo como objetivo realizar la
validacién de la neutralizacion del conservante y del método para el conteo microbiano. De
acuerdo con la USP 30 y el informe técnico nimero 33 de la Asociacién de Medicamentos
Parenterales (PDA). Se utilizaron microorganismos ATCC Gram positivos y Gram negativos,
Levaduras la mayoria y medios de cultivo Agar Tripticasa de Soya y Agar Sabouraud
Dextrosa. EI método utilizado mediante neutralizaciéon con 0,4% Polisorbato 80 y 0,5% de
Lecitina de Soja. Obteniendo resultados de recuperacién en el grupo de prueba entre 90,95%
y 99,72% para la suspension oral de Mebendazol de 20 mg/mL. La no toxicidad de los
neutralizadores fue confirmada por la recuperacion en el grupo peptona en un porcentaje de
93,53% y 103,82%. En la distribucién homogénea se obtiene un 95% de confianza en la
precisién, mientras que la prueba t de Student no reveld diferencias entre las pruebas y
peptona. La linealidad del método en relacion proporcional en UFC en los 3 grupos de analisis

y sus volumenes tomados (0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1,0 y 1,2 ml) los valores de coeficiente de



correlacion (R2) oscilaron entre 0,9694 y 0,9932 para la suspensién de Mebendazol, estos
valores cumplen lo establecido por la USP 30 que determina (R2 > 0,95). No se encontro
correlacion estadisticamente significativa de los cocientes lineales para los tres grupos de
analisis (p < 0,05). La robustez mediante el cambio de temperatura, concentracion de
Polisorbato de sodio 80 y medios de cultivo, los resultados de recuento microbiano no fueron
estadisticamente diferentes a los obtenidos en condiciones definidas. Concluyéndose que el
método de recuento microbiano validado demostro ser exacto, preciso, sélido y lineal, y puede

utilizarse de forma segura en operaciones rutinarias.

Arias et al. (12). En el afio 2013 tuvieron como Objetivo: la validacion e
implementacién de una metodologia para el analisis microbiolégico de un producto liquido
preservado con parabenos, segin la Farmacopea Americana edicién 34, 2011. Utilizando
como Método cuantitativo para recuento de microorganismos Meséfilos Aerobios, Hongos y
Levaduras. Obteniendo resultados de exactitud con una recuperacion superiores al 70 % tanto
en presencia y ausencia de la muestra. Se obtuvo resultados de Precision con Coeficientes de
Variacion menores a 35 % para todos los microorganismos de acuerdo con las
especificaciones de la USP. La Precision Intermedia entre analistas demostré Coeficientes de
Variacion maximos de 12,2 %. La evaluacion de la Robustez tuvo una diferencia 12 UFC para
microorganismos Mesofilos, entre distintos medios de cultivo y tiempos de incubacion. En el
parametro de linealidad se obtienen regresiones lineales cercanos al valor tedrico. Para el
Limite Deteccion se demostro la recuperacion de microorganismos Mesofilos en la dilucion

107 en referencia al indculo inicial después de incubarse por 24 horas, para luego determinar



la Especificidad con la presencia de los microorganismos. Concluyendo que la metodologia
mediante la neutralizacion con Polisorbato tiene la capacidad de brindar resultados confiables

para la calidad microbiol6gica del producto.

Garcia et al. (13). En el afio 2017 en su investigacion, tuvieron como objetivo validar
el esquema de neutralizacion por medio del aumento en el volumen de diluyente e
incorporando un agente neutralizante, para eliminar la actividad antimicrobiana segun la
Aptitud del Método Farmacopeico (USP 39), usando como Método de vertido en placa,
utilizando protocolo de validacion con procedimientos basados en la Farmacopea oficial. Se
analizaron los datos obtenidos con parametros establecidos. Obteniendo resultados, el cual
logré encontrar un esquema de neutralizacién adecuado para el Recuento Total de Hongos y
Levaduras, realizando una dilucion 107! para las Cepas Aspergillus Brasiliensis ATCC 16404
y Candida albicans ATCC 10231, neutralizando con Lecitina al 0,7 % las matrices de
Amoxicilina cépsulas y Trimetoprim Sulfametoxazol suspension. Los resultados de
recuperacion para Amoxicilina capsulas tuvo un porcentaje de recuperacion para la cepa
Candida albicans de 100,63 % y para Aspergillus Brasiliensis obtuvo 106,47%. Los
resultados de recuperacién para Trimetoprim Sulfametoxazol tuvo un porcentaje de
recuperacion de Candida albicans de 101,58 % y para Aspergillus Brasiliensis obtuvo un
porcentaje de recuperacion de 99,57 %. el cual ambos medicamentos cumplen con el
porcentaje de Recuperacion >70 %. Con respecto a la matriz de Azitromicina usando el mismo
esquema de neutralizacion no hubo crecimiento de bacterias, hongos y Levaduras. Se

demostro la eficacia del neutralizante al demostrar recuperacion similar en los grupos Ay B
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en los productos Amoxicilina y Trimetoprim Sulfametoxazol, a su vez se demostré que el
neutralizante no es toxico por que se obtuvo recuperacion similar en los grupos B y C.
Concluyendo que el método de neutralizacion solo es eficaz para permitir la recuperacion de
Aspergillus brasiliensis y Candida albicans en los ensayos de Amoxicilina'y Trimetoprim en

los 3 grupos de prueba.

Gordon et al. (14). En el afio 2017 Este articulo tuvo como Objetivo demostrar que
Milliflex® Quantum produjo resultados no inferiores al método tradicional de carga
bioldgica. Fue validado de acuerdo con la USP 1223, la Farmacopea Europea 5.1.6 y el
Informe Técnico No. 33 de la Asociacién de Medicamentos Parenterales y comprendio los
pardmetros de validacién de Robustez, Solidez, Repetibilidad, Especificidad, Limite de
deteccion y cuantificacion, Exactitud, Precision, Linealidad, Rango y equivalencia en
operacion rutinaria. Se utilizaron el Método filtracion por membrana y recuento en placa. Los
resultados se evaluaron estadisticamente segun el criterio de aceptacién Farmacopeica de 70
% de recuperacion en comparacién con el método tradicional. Los calculos de potencia de las
pruebas post hoc verificaron la idoneidad del tamafio de muestra utilizado para detectar tal
diferencia. Ademaés, las pruebas de equivalencia verificaron la no inferioridad del método
rapido respecto al método tradicional. Concluyendo: Que se valida con éxito la rapida
biocarga basada en Milliflex® Quantum, como método alternativo a la prueba tradicional de

carga biologica.
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ANTECEDENTES NACIONALES

Sueros (15). En el afio 2013 en su investigacion tuvo como objetivo validar un método
de ensayo cuali-cuantitativo para el andlisis microbiologico del jarabe Tyrex a nivel
intralaboratorial, basado en la Farmacopea Americana version 34. Empleando el método de
dilucion neutralizacion, el cual los resultados demostraron la deteccion de los
microorganismos de prueba en los tres grupos de tratamiento, mayor al 70 %. EI Limite de
Deteccién cuantificd 5 ufc/mL como la minima cantidad que puede ser detectada. Los
resultados de Precision de cada analista como entre ellos obtuvieron una desviacion estandar
relativa menor a 0,02. El parametro de Robustez usando distintos medios de cultivo y tiempo
de incubacion obtuvieron un coeficiente de variacion de maximo 15%, El pardmetro de
Linealidad demostré coeficientes de correlacién mayores de 0,95 en todas las cepas de prueba
y en grupos de tratamiento. Concluyéndose que el método de neutralizacion permitio la
recuperacion y cuantificacion de los microorganismos que puedan estar presente en la

muestra.

Morales (16). En el afio 2018 tuvo como objetivo validar el examen microbioldgico
del Bicarbonato de Sodio y Sulfadiazina de Plata segiin USP vigente, mediante el Método:
filtracion por membrana y vertido en placa, los resultados de validacion de Sulfadiazina en
los 3 lotes demostré tener una Exactitud dentro del factor de 2 en comparativa al control; en
la Precision demostro que en el grupo de prueba y grupo control, no presenta variabilidad
significativa en los recuentos de acuerdo al valor de la prueba “t” de Student, para el

Pardmetro robustez en referencia a los tiempos de incubacion existe similitud en los recuentos
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para ambos grupos, la deteccion de microorganismos se observd crecimiento de
Staphylococcus aureus a las 24 horas y para los microorganismos Escherichia coli y
Salmonella typhimurium, crecieron a las 48 horas; a su vez demostrando total crecimiento a
las 72 horas de incubacion. La Validacion del Bicarbonato de sodio en los 3 lotes, la Exactitud
evidencio recuperacion dentro del factor 2 en comparativa al grupo control, la precision de
obtuvo un valor “t” > 0,05 observando que no hay variaciones en los recuentos, en el
parametro de Robustez se demuestra que el Bicarbonato de Calcio no afecta el crecimiento
de los microorganismos, detectdndose la cepa Escherichia coli ATCC 8739 en 24 horas, 48
horas y 72 horas de incubacién. En conclusion, ambos métodos permiten el crecimiento de

los microorganismos en los tiempos establecidos en la validacion.

Simbron et al. (17). En el afio 2020 en su investigacion tuvieron objetivo Validar la
Aptitud del Método Microbiolégico de Recuento y Microorganismos Especificos para
Sulfametoxazol + Trimetoprima en Tableta Recubierta. Utilizando el método de inoculacion
directa y filtracion por membrana, en referencia a los lineamientos de la Farmacopea de los
Estados Unidos (USP 42). Obteniendo resultados dentro del factor de 2 en los tres lotes de
prueba, demostrando una mejor precision para el método de inoculacion directa en el caldo
neutralizante, en comparacion al metodo de filtracion por membrana obtuvo una recuperacion
limitada y no ser de confiabilidad. Concluyéndose que el método de inoculacion directa es el

adecuado para el recuento y deteccion de microorganismos especificos.
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2.2 Bases tedricas
Dispositivo Médico

Son instrumentos, aparato, maquina, programas informaticos, equipo entre otros. Utilizado
solo o0 en combinacidn para el uso en pacientes para diagnosticar, prevenir, monitorear, tratar, dar
soporte de alguna estructura anatomica, en la desinfeccion de superficies, esterilizacion de material

médico y en investigacion en la medicina (18).

Clasificacion de Dispositivos Médicos

Los dispositivos de clase | 0 bajo riesgo, presentan escasa posibilidad de producir dafio la
salud, los de clase 1l o moderado riesgo estan sujetas a controles generales para demostrar su
seguridad, los de clase Il o de alto riesgo estan sujetos a un estricto control para demostrar su
seguridad y los de clase IV o criticos en materia de riesgo, estan destinados para dar soporte vital

en pacientes enfermos (19).

Control de Calidad de los Dispositivos Médicos

Es un aspecto fundamental para garantizar su seguridad y eficacia. Se lleva a cabo a lo
largo de todo el proceso de fabricacién, desde la etapa de manufactura hasta la obtencion del
producto final. Este control se realiza de acuerdo con las normas y estandares de calidad
establecidos a nivel nacional e internacional, al momento de la emision del registro sanitario
correspondiente. Los establecimientos publicos como privados tienen la responsabilidad de

garantizar la calidad de los Dispositivos Médicos (20).
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Amonio Cuaternario

Es un compuesto cuya estructura basica es el cation Amonio (NH4+), son solubles en agua
y alcohol, acttan de manera eficiente en medio alcalino, tiene atributos tensoactivos y su eficacia
disminuye con la presencia de material organico. Presenta accion desinfectante a partir de
concentraciones de 0,25%. Se utilizan en soluciones acuosas 0 mezclados con detergentes para

potenciar su accion, generalmente asociados a aminas terciarias en su composicion (21).

Mecanismo de accién
Acttan incrementando la permeabilidad de la membrana. Su accion bactericida actta sobre
las enzimas productoras de energia, desnaturalizando las proteinas celulares esenciales y afectando

la membrana celular con la consecuente pérdida de los componentes citoplasmaticos (22).

Espectro de accién

Presenta actividad desinfectante sobre bacterias vegetativas, hongos y virus. Dentro de su
espectro de accion presenta excelente eficacia sobre las bacterias grampositivas. No presentan
accion esporicida, tuberculocida, y algunos virus pequefios (21). Tiene baja eficacia sobre las
bacterias Gram negativas, como las Pseudomonas aeruginosa que crean resistencia determinado

por plasmidos (23).

Coleccion de cultivo Tipo Americano (ATCC)
Fundada en 1925 para servir como centro de distribucion de cultivos de microorganismos,

dedicada a la preservacion, autenticacion y distribucion de diversos materiales biologicos.
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Actualmente es la coleccion de cultivos mas grande del mundo, con colecciones en seis areas:
Bacteriologia, Cultivo Celular, Biologia Molecular, Micologia, Protistologia y Virologia. Por lo

cual cada laboratorio en su especialidad lo use para sus fines convenientes (24).

Pseudomonas aeruginosa

Es un patdgeno oportunista que se encuentra y persiste en el medio ambiente. Esta bacteria
tiene forma bacilar, perteneciente al grupo de los bacilos Gram negativos. Presenta flagelo polar
que le confiere la motilidad, pueden crecer en presencia o0 ausencia de oxigeno, utilizando el
Nitrégeno o Arginina como terminal de aceptacion de Protones. Crece de manera eficaz en el agua
y en el suelo viviendo con minimos requerimientos nutricionales. Puede crecer entre 20° C - 43°
C, se diferencia de otras especies de Pseudomonas por crecer a altas temperaturas. Pertenecen al
grupo de no fermentadores de Lactosa, con la capacidad de utilizar al Acetato y Amoniaco, para

obteniendo energia de la oxidacion de azucares (25).

Staphylococcus aureus

Es un microorganismo que en la observacién microscopica se observan agrupados en
racimos, la coloracion de sus colonias tiene un pigmento de color dorado. Se clasifica como un
coco Gram positivo, p hemolitico, Catalasa y Coagulasa positivo. Este microorganismo es parte

de la flora normal de la piel de los seres humanos (26).
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Bacillus subtilis

Presenta crecimiento aerobio, segin su coloracion son Bacilos Gram positivos de tamafio
variable (0,5 a 10 um), crecen en pH neutro, son mesofilas (temperatura entre 30° C y 45° C),
tienen la capacidad de producir endosporas con le confiere un mecanismo de resistencia a diversos

tipos de ambientes (27).

Candida albicans

Las especies del género Candida son microorganismos que se encuentran como parte de la
flora normal de piel y mucosa; en el individuo inmunocompetente se comportan como patdgenos
oportunistas (28), presentan forma ovoide, son unicelulares, de reproduccion asexual (Fision
binaria 0 gemacién), son pequefias (4 - 6um), de pared delgada. Mediante la coloracion Gram se
tifien de color azul oscuro. La morfologia de la colonia es lisa, de color cremoso y brillante. En la

identificacion preliminar se observar el tubo germinal luego de 90 minutos de incubacion (29).

Aspergillus brasiliensis

Se encuentra distribuido en la naturaleza, sus esporas se diseminan facilmente al ambiente,
crecen a temperaturas entre 6° C - 55° C y a poca humedad. Se desarrollan sobre una amplia
variedad de substratos gracias a que secreta enzimas que los degradan en compuestos nutritivos
atiles; son de importancia a nivel industrial como productoras de enzimas (30). Las principales
caracteristicas macroscopicas de las colonias: como el diametro, textura de las colonias, pigmento
difusible del anverso y reverso de las colonias en el medio de cultivo y a nivel microscépico se

observan esclerocios y formas de conidioforo, entre otros (31).
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ESTANDARIZACION DE CEPAS

La finalidad de esta metodologia es la obtencion de una suspension de microorganismos,
el cual se obtendra un in6culo de no mayor a 100 UFC mediante la técnica de espectrofotometria,
después de un cultivo de no méas de cinco pasajes de las Cepas ATCC segun la tabla 1; cuya
duracion de uso sera de 2 horas desde la estandarizacion o 24 horas si es que se conservan a
temperatura de 2° C a 8° C, estas suspensiones se usaran para la verificacion de las pruebas de
Promocidn de Crecimiento, Prueba de Aptitud del Método de Recuento, Limite de Deteccion y

Validacion del Método de Neutralizacion (32).

PROMOCION DE CRECIMIENTO

Todos los medios de cultivo preparados deben someterse a la prueba de Promocion de
Crecimiento, donde se verificard que estén aptos antes de ser usados, demostrando que estos
cumplen con las exigencias nutricionales que permitan el desarrollo de los microorganismos. Cada
medio solido o liquido debe ser inoculado con una cantidad no mayor de 100 UFC a partir de un
indculo estandarizado (33). Para medios de cultivo sélidos, no deben diferir de un factor mayor de
2 con respecto al indculo estandarizado y los medios de cultivo liquidos serdn considerados

adecuados si se observa la presencia de turbidez (34).



Tabla 1. Preparacion y uso de Microorganismos de Prueba
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Aptitud del Método de Recuento en
Promocion del crecimiento Presencia del Producto
Recuento Total Recuento Total de
Recuento Total de de Hongos Recuento Total de Hongos
Microorganismos Filamentosos y Microorganismos Filamentosos y
Preparacion de Aerobios Levaduras Aerobios Levaduras
Microorganismo cepas de Prueba
Agar Digerido de - Agar Digerido de
Caseina y Soja o Agar Dlge'rldo de Caseina'y Soja/ NMP
Staphylococcus 2 Caseina 'y Sojay Caldo oo
Caldo Digerido de S p Caldo Digerido de
aureus Caseinay Soja Digerido de Caseina y Caseina y Soja < 100
ATCC 6538 nay- Soja < 100 UFC Y >3 =
30°-35 30°-35° < 3 dia UFC
18-24 horas. =0 e 30° - 35° <3 dias
Agar Digerido de N Agar Digerido de
. - Agar Digerido de A -
Pseudomonas Casema_y S.OJa 0 Casefna 'y Soja y Caldo Caseinay _SOJ%/ NMP
- Caldo Digerido de S - Caldo Digerido de
aeruginosa Caseinay Soja Digerido de Caseina 'y Caseina v Soia < 100
ATCC 9027 oy Soja < 100 UFC Y >3 =
30°-35 30°-35° < 3 dias UFC
18-24 horas. - 30° - 35° < 3 dias
Agar Digerido de N Agar Digerido de
- Caseinay Soja o Agar Digerido de Caseina y Soja/ NMP
Bacillus 2 Caseina 'y Sojay Caldo N
1 Caldo Digerido de S p Caldo Digerido de
subtilis Caseina v Soia Digerido de Caseinay Caseina v Soia < 100
ATCC 6633 1ay ol Soja < 100 UFC Y S0)a =
30°-35 30°-35° <3 dias UFC
18-24 horas. - 30° - 35° < 3 dias
Agar Sabouraud Lo
. Dextrosa o Caldo Agar Digerido de Agar Sabouraud Ag,ar Dlger!do de
Candida . . Caseina y Soja < 100 Agar Sabouraud
- Sabouraud Caseina y Soja < 100 Dextrosa < 100
albicans Dextrosa UFC UFC UFC Dextrosa < 100 UFC
ATCC 10231 20°- 25° 30°-35° < 5 dias 20°- 25° < 5 dias 30° - 3.5 <5 (_jlas 20° - 25°< 5 dias
: NMP: no aplica
2 - 3 dias
Agar Sabouraud
Dextrosa o Agar - Agar Digerido de
Aspergillus Papa Dextrosa ng?gam%?gid]%o %geirtzasgoijrlasjg Caseina y Soja < 100 Agar Sabouraud
brasiliensis 20°- 25° l}J,FCJ - UEC UFC Dextrosa < 100 UFC
ATCC 16404 5 — 7 dias o hasta o co . o ~co . 30°-35°< 5 dias 20°-25°<5 dias
30°-35° <5 dias 20°- 25° < 5 dias . X
alcanzar una buena NMP: no aplica
esporulacién

Fuente: Farmacopea de los Estados Unidos de América (USP NF 2023) Capitulo 61 (32).

APTITUD DEL METODO

Determina que el método de neutralizacion sea el idoneo para inhibir las sustancias de
interferencia en un producto (Tabla 2), demostrando a través de la recuperacion de los
microorganismos de prueba (Tabla 1), en el cual no deben de diferir de un factor mayor de 2 en

referencia al diluyente sin producto (32).
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La Aptitud del método de Recuento puede demostrarse mediante tres pruebas
independientes. Solo se requiere los parametros de Validacion de Exactitud y Precision para

métodos cuantitativos y cualitativos la Recuperacidn de Microorganismos Especificos (35; 36).

¢Por qué realizarlo?

Porque se encuentra estipulado en las Normativas Nacionales e Internacionales, como en
el caso de la Farmacopea Americana (USP) y es de exigencia el cumplimiento por las entidades
de control regulatorio (DIGEMID), para asegurar que el método empleado en los analisis

microbioldgicos de productos terminados y materia prima, sean seguros y confiables (33).

¢ Cuando realizarlo?
Se ejecuta cuando nunca se realizd, cuando se modifica la formulacion del producto
validado o cuando se modifica las condiciones experimentales del método, a su vez aplica cuando

la entidad regulatoria lo exige, y en casos de que cambien las especificaciones del producto (37).

INOCULACION Y DILUCION

Agregar a la muestra preparada y a un control una suspension de inéculo no mayor a 100
UFC. El volumen de la suspension a inocular no debe exceder del 1% con respecto al volumen del
producto diluido. Para evidenciar una recuperacion microbiana aceptable, de preferencia usar la
dilucion de la muestra més baja para la prueba; de no ser posible la recuperacion de
microorganismos, debido a la presencia del antimicrobiano o la baja solubilidad, deben

desarrollarse otros protocolos adecuados (32).
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Si mediante la inoculacién y dilucion, hay inhibicidn del crecimiento, se debe modificar el
procedimiento, aumentando el volumen del diluyente, incorporando agentes neutralizantes en este,
cambiando la metodologia mediante filtracion por membrana o combinando todas las medidas

anteriormente descritas (33).

Neutralizacion / Eliminacion de la Actividad Antimicrobiana

Agentes neutralizantes: Se usan para neutralizar productos que contengan sustancias de
interferencia (ver tabla 2). Se pueden afiadir un diluyente o al medio de cultivo durante la
preparacion, para luego esterilizarse; debe demostrar su efectividad neutralizante y la ausencia de
toxicidad para los microorganismos de prueba, con referencia con un blanco con neutralizador sin

el producto (Grupo Control) (32).

Para neutralizar las propiedades antimicrobianas de compuestos de Amonio Cuaternario,
se puede utilizar detergentes no i6nicos como el Polisorbato (Tween 80) al 3 % en combinacion
con Lecitina de soya al 0.3 %. El uso de estos neutralizantes puede causar que los microorganismos

sean sensibles a cambios de pH, temperatura y concentraciones del Biocida (38).
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TABLA 2. Agentes Neutralizantes Comunes/Métodos para sustancias de Interferencia

Sustancia de Interferencia Agentes Neutralizantes
Potenciales/Método

Glutaraldehido, mercuriales Sulfito acido de Sodio (Bisulfito de Sodio)
Fenolicos, Alcohol, Aldehidos, Sorbato Dilucién
Aldehidos Glicina
Comp_uesto_s de Amonio Cuaternario_(CAC), _ Lecitina
Parahidroxibenzoatos (parabenos), his-biguanidas
CAC, Yodo, Parabenos Polisorbato
Mercuriales Tioglicolato
Mercuriales, halégenos, aldehidos Tiosulfato
EDTA (Edetato) lones de Mg o Ca

Fuente: Farmacopea de los Estados Unidos de América (USP NF 2023) Capitulo 61 (32).

Recuperacion de Microorganismos en Presencia del Producto

Filtracion por membrana: La inoculacion de estos microorganismos de prueba (< 100 UFC) se
realizan en el Gltimo lavado, para evaluar que no haya presencia residual de antimicrobianos en la
membrana. A su vez se debe considerar que el filtro de membrana puede inhibir el crecimiento de
los microorganismos, lo cual se debe realizar controles positivos mediante el método de recuento

en placa (32).

Método de Recuento en placa: Esta técnica es utilizada para pruebas cuantitativas, en el cual se
incorpora la muestra en placas triplicadas para obtener una media aritmética de los recuentos; se

utilizan dos métodos de siembra: Vertido en placa y método de extension por superficie (33).
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Metodo del NUmero Mas Probable (NMP) Esta metodologia no es confiable para el recuento de
hongos filamentosos y reservado para el recuento total de aerobios mesoéfilos en los cuales no haya
otra metodologia disponible (39).
VALIDACION DEL ENSAYO MICROBIOLOGICO

Se utiliza para demostrar con evidencia objetiva que el método puede detectar o cuantificar
microorganismos en distintos grupos de prueba, posterior a una prueba de idoneidad o Aptitud del
método (40). La validacion se realiza, cuando el método utilizado no esta normalizado, cuando la
técnica analitica es propia del laboratorio, cuando no pertenece a la normativa nacional, cuando se
modifica el método estandarizado y por ultimo cuando se debe demostrar la equivalencia

comparable con otro método (41).

VALIDACION DE METODOS DE NEUTRALIZACION
Para garantizar la eficacia y la ausencia de toxicidad del neutralizante utilizado en el
esquema de neutralizacion, se lleva a cabo un estudio de validacion, el cual busca recuperar los

microorganismos viables inoculados (menos de 100 UFC).

Criterios de Validacion:

Se debe demostrar eficacia adecuada del Neutralizante, cuando existe recuperacion similar
de microorganismos en el Grupo de Prueba (Producto + Diluyente + Neutralizante+ Indculo) con
respecto al Grupo Control (Diluyente + Neutralizante + Indculo), a su vez se debe demostrar la
ausencia de toxicidad del Neutralizante, cuando existe recuperacion similar entre el Grupo Control

y el Grupo Viabilidad (Diluyente + inoculo) (42).
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PARAMETROS DE VALIDACION

EXACTITUD: Es la proximidad entre los resultados de la prueba obtenidos en referencia al valor

verdadero (43).

PRECISION Es el grado de similitud entre los resultados de ensayos independientes realizadas a
una muestra, se denota como la desviacion estandar o la desviacion estandar relativa (coeficiente
de variacion) de una serie de andlisis. Puede ser una medida del grado de reproducibilidad
(diferentes laboratorios, equipos, dias y analista) o de repetibilidad (un solo analista en periodos
corto de tiempo) del procedimiento analitico (44). En microbiologia la variabilidad del método es
mas amplia, el cual se considera la desviacion estandar relativa en un intervalo del 15% al 35 %

(35).

ESPECIFICIDAD Es la capacidad del método para detectar o medir un analito, dentro de la

muestra y sin interferencia de componentes (45).

LIMITE DE DETECCION: Es la capacidad que tiene el método para recuperar la cantidad méas

baja de microorganismos en una muestra establecida (46).
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ROBUSTEZ: Capacidad del método para no ser inalterado a modificaciones, es representativo de

un indicador de su fiabilidad durante uso normal (40).

2.3 Formulacion de hipotesis

2.3.1 Hipotesis General

e Hipdtesis nula
Ho: No existe validez del ensayo microbiol6gico de una solucion de Amonio
Cuaternario al 0,25% para limpieza de superficies, basado en la Farmacopea

Americana Vigente.

e Hipotesis alterna
Ha: Existe validez del ensayo microbioldgico de una solucion de Amonio
Cuaternario al 0,25% para limpieza de superficies, basado en la Farmacopea

Americana Vigente.
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CAPITULO I11: METODOLOGIA
3.1 Método de la investigacion
El Método Hipotético — Deductivo, se caracteriza por partir de hipétesis iniciales, que
a través de etapas deductivas tiene la finalidad de llegar a la realidad comprobando o refutando

las hipotesis mediante la experiencia (47).

3.2 Enfoque de la investigacion
El enfoque Cuantitativo, son Eventos de la realidad que se quieren investigar, se

verifican, se cuantifican y pueden darse 0 no a conocer o se utilizan de alguna manera (48).

3.3. Tipo de investigacion
La investigacion es Aplicativa, es entendida como la utilizacion de los conocimientos

en la practica, para aplicarlos en provecho de los grupos que participan en €sos procesos y en
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la sociedad en general, ademas del bagaje de nuevos conocimientos que enriquecen la

disciplina (49).

Disefio de la investigacion
El disefio experimental, se caracteriza por una asignacion aleatoria probabilistica de

los participantes en el grupo experimental y control (50).

Poblacién, muestra y muestreo

Poblacion: 9 Litros con solucion de Amonio Cuaternario al 0,25 %.

Criterios de inclusion: Solucion de Amonio Cuaternario al 0,25 % de 1 litro.

Criterios de exclusion: Solucién de Amonio Cuaternario al 0,25 % en presentaciones de 4
Litros.

Muestra: 200 mL de solucién de Amonio Cuaternario al 0,25 %.

Muestreo: No probabilistico - Por conveniencia.



3.6. Variables y operacionalizacion

Variable 1: Validacion
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Definicion Operacional: Proceso mediante el cual se demuestra que las caracteristicas de desempefio del método son aptas para las

aplicaciones analiticas previstas en comparacion a los estandares de referencia.

Dimensién Definicion conceptual Definicion Indicador Escala de Escala valorativa
operacional medicién (Niveles o0 rangos)
Estandarizacion de Metodologia por el cual se busca obtener una suspension con El criterio se basara en la . Cumple: < 100 UFC
cepas un indculo de concentracion conocida USP NF 2023 Recuento de UFC Razon No cumple: > 100 UFC
4 Cumple: No difiere Factor mayor de 2
Promocion de Prueba que verifica que los medios de cultivo se encuentren La verificacion se basara en Recuento de UFC Razon Cumple: Presencia de crecimiento
crecimiento aptos para recuperar microorganismos. la USP NF 2023 - . No cumple: difiere Factor mayor de 2
Crecimiento Nominal No cumple: ausencia de crecimiento
Determina que el método de neutralizacion sea el idoneo para Recuento de UFC Razén Cumple: No difiere Factor mayor de 2
Antitud del Método inhibir las sustancias de interferencia en un producto, La determinacion se basara Cumple: Presencia de Crecimiento de Microorganismos especificos
P demostrando a través de la recuperacion de los en la USP NF 2023 Crecimi Nominal No cumple: Factor mayor de 2
microorganismos de prueba. recimiento omina No cumple: Ausencia de crecimiento de Microorganismos especificos
Efectividad del Método empleado en el cual la Neutralizacion es eficaz para El criterio se basara en la Cumple: p Grupo Prueba (A) = p Grupo control (B)
Neutralizante inhibir las propiedades antimicrobianas del producto. USP NF 2023 Recuento de UFC Razon No cumple: p Grupo Prueba (A) # p Grupo control (B)
Toxicidad del Método empleado en el cual se permite la recuperacién de El criterio se basara en la Recuento de UEC Razén Cumple: p Grupo Control (B) = p Grupo Viabilidad (C)
Neutralizante microorganismos Viables USP NF 2023 No cumple: p Grupo Control (B) # p Grupo Viabilidad (C)
Cumple: Factor 2 se encuentra dentro de los limites del Intervalo de
. Proximidad entre los resultados de la prueba obtenidos en La Determinacion se basara . confianza al 90%.
Exactitud referencia al valor verdadero. en la USP NF 2023 Recuento de UFC Razon No cumple: Factor no se encuentra dentro de los limites del intervalo
de confianza al 90%
Precision Es el grado de similitud entre los resultados de ensayos La Determinacion se basara Cumple: Coeficiente de variacion < 15%
independientes realizadas a una muestra. en la USP NF 2023 Recuento de UFC Razén No Cumple: Coeficiente de variacion > 15 %
. Es la capacidad del método para detectar o medir un analito, La Determinacion se basara Cumple: u Grupo prueba = p Grupo control
Especificidad dentro de la muestra y sin interferencia de sus componentes. en la USP NF 2023 Recuento de UFC Razén No cumple: p Grupo prueba # p Grupo control
P ” Es la capacidad que tiene el método para recuperar la cantidad | La Determinacion se basaré o . Cumple: Existe crecimiento > 90 %
Limite de Deteccion maés baja de microrganismo en una muestra. en la USP NF 2023 Crecimiento Nominal No cumple: crecimiento < 90 %
Cumple:
Conteo promedio de UFC de RTMA de 3 dias = Conteo promedio de
UFC de RTMA alos 5 dias
: 4 ; Conteo promedio de UFC de RTHL de 5 dias = Conteo promedio de
Es la capacidad del método para no ser inalterado a La Determinacion se basara ) UFC de RTHL a los 7 dias
Robustez modificaciones, es representativo de un indicador de su Recuento de UFC Razén

fiabilidad durante su uso normal.

en la USP NF 2023

No Cumple:
Conteo promedio de UFC de RTMA de 3 dias # Conteo promedio de
UFC de RTMA a los 5 dias
Conteo promedio de UFC de RTHL de 5 dias # Conteo promedio de
UFC de RTHL a los 7 dias




28

3.7. Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos
3.7.1. Técnica
Para el ensayo de validacion de este Dispositivo Médico, la técnica de referencia se baso
en el capitulo 61 y 62 de la Farmacopea Americana NF 2023; los resultados obtenidos se
transfirieron al programa estadistico SPSS Statistics 27 y Minitab 21 para desarrollar los
parametros de validacion, basado en el capitulo 1223 y Capitulo 1227 de la mencionada obra

oficial.

3.7.1.1 PROCEDIMIENTO

3.7.1.1.1 Estandarizacion de cepas

> A partir de un Cultivo de cada microorganismo y con un asa de siembra se inoculé en un
tubo con 10 mL de medio de Caldo Tripticasa de Soya, las cepas Pseudomonas aeruginosa
ATCC 9027 Staphylococcus aureus ATCC 6538, Escherichia coli 8739 y Bacillus subtilis
ATCC 6633 durante 24 horas entre 30° C - 35 °C y para el cultivo de Candida albicans
ATCC 10231 se inocul6 con un asa de siembra a un tubo con 10 mL de Caldo Sabouraud
y se incubd durante 48 - 72 horas entre 20° C - 25° C. El cultivo de Aspergillus brasiliensis
ATCC 16404 se suspendié con 10 ml de Buffer Peptona con 0,05% de Polisorbato 80 hasta

completar los 50 ml en un frasco con tapa rosca estéril.
> Se transfirieron 0,1 mL de cada suspension obtenida a 9,9 ml de buffer Peptona, solo para

el caso de Aspergillus brasiliensis se transfirié aproximadamente 0,5 ml de la suspensién

recolectada a 9,5 ml de Buffer Peptona con 0,05% de Polisorbato 80.
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> La suspension de cada microorganismo (Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Bacillus subtilis y Candida albicans) se midié al
espectrofotometro con una longitud de onda de 560 nm y a una absorbancia entre 0,050 a
0,075 y para el caso de Aspergillus brasiliensis en una absorbancia aproximada de 0,27

para obtener un recuento menor de 100 ufc/ml.

> Se realizo diluciones seriadas hasta 10 para las cepas: Pseudomonas aeruginosa ATCC
9027, Staphylococcus aureus ATCC 6633 y Escherichia coli ATCC 8739; para Bacillus
subtilis ATCC 6633 hasta la dilucién 10; para los microorganismos Candida albicans
ATCC 10231 y Aspergillus brasiliensis ATCC 16404 se realizaron las diluciones seriadas
hasta 104,

> Se agrego de la ultima dilucion de cada microorganismo 1ml a una placa Petri (se realizd
en 5 placas repetidas) y se incorpord Agar Tripticasa de Soya para las cepas (Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Bacillus subtilis) se homogenizé e
incubo entre 30° C - 35° C por 72 horas. Para los microorganismos Candida albicans y
Aspergillus brasiliensis se incorporé Agar Sabouraud Dextrosa y se incub6 de 20° C - 25°
C por 5 dias, y se determind las diluciones con menos de 100 UFC/mL. Figura 1.

> Se registro el recuento en la ficha de recoleccion de datos de estandarizacidn de cepas.



Figura 1. Esquema de Estandarizacion de Cepas de Prueba

ESTANDARIZACION DE CEPAS DE PRUEBA
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Incorporar Agar Sabouraud Dextrosa
Incubar de 20° C - 25° C por 5 dias
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Fuente: Elaboracién propia
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3.7.1.1.2 PROMOCION DE CRECIMIENTO DE LOS MEDIOS DE CULTIVO
>  Se prepararon los medios de cultivo Agar Digerido de Caseina 'y Soja, Agar Sabouraud
Dextrosa, Caldo Digerido de Caseina y Soja y Caldo Sabouraud Dextrosa como indica

el fabricante.

>  Para medios de cultivo solidos se agreg6 de 15 - 20 mL de Agar estéril a placas Petri a
una temperatura aproximada de 45° C - 50° C y se dejo solidificar; para el caso de
medios de cultivo liquidos estériles se preparo alicuotas 9,9 mL en tubos estériles.

>  Seinocul6 a los medios solidos y liquidos, un indculo de microorganismos (no mas de
100 UFC) los cuales estan indicados en la Tabla 1. Estas suspensiones de cepas de
prueba se deben usar dentro de las 2 horas 0 24 horas si se almacena a una temperatura
de2°Cas8°C.

»  Con una espatula de Drigaslky distribuy el Inoculo en toda la superficie del medio y se
incubd las placas de 30° C - 35° C por 72 horas para Microorganismos Aerobios
Mesofilos y para Hongos y Levaduras se incubé de 20° C - 25° C durante 5 dias.

> Se registrd la recuperacion de los microorganismos en el Formato de Registro de la

Prueba de Promocidn e Inhibicion de Crecimiento de Medios de Cultivo.
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Propiedades Indicadoras de Promocion del crecimiento e Inhibitorias de los
Medios de Cultivo

>  Se prepararon los medios de cultivo Agar Manitol Salado y Agar Cetrimide como indica
el fabricante. Se agrego de 15 - 20 mL de Agar esteéril a placas Petri a una temperatura
aproximada de 45° C - 50° C y se dej6 solidificar.

>  Se selecciond e incubd los microorganismos de prueba (no més de 100 UFC)
correspondientes a los medios indicados en la Tabla 3. con la ayuda de una espétula de
Drigaslky se distribuy6 e Inoculé en toda la superficie del medio. Se incubd las placas
invertidas de 30° C a 35° C durante 72 horas y a 20° C - 25° C durante 5 dias para
Levaduras.

>  Se registrd la recuperacion de los microorganismos en el Formato de Registro de la

Prueba de Promocidn e Inhibicion de Crecimiento de Medios de Cultivo.

Tabla 3. Propiedades Indicadoras de Promocion del crecimiento e Inhibitorias de los

medios de cultivo

Prueba / Medio Propiedad Cepas de Prueba
Prueba de Pseudomonas aeruginosa Promocién de crecimiento Pseudomonas aeruginosa
Agar Cetrimide Inhibitoria Escherichia coli
Prueba de Staphylococcus aureus Promocién de crecimiento Staphylococcus aureus
Agar Manitol Salado Inhibitoria Escherichia coli

Prueba de Candida albicans

Caldo Sabouraud Dextrosa Promocién de crecimiento Candida albicans

Promocién del crecimiento +

) ida albi
Agar Sabouraud Dextrosa Indicadora Candida albicans

Fuente: Farmacopea de los Estados Unidos de América (USP NF 2023) Capitulo 62 (36).
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3.7.1.1.3 APTITUD DEL METODO

A. PREPARACION DE GRUPOS DE PRUEBA
A.1 PREPARACION DEL GRUPO DE PRUEBA (A)

> Se realiz6 una dilucion 1/10 y 1/100 en caldo Tripticasa Soya Lecitina (0,5%) Polisorbato
80 (4%), tomando 10 mL de muestra a evaluar. Se Homogenizo y se distribuy6 con una
pipeta esteril 9,9 mL de las diluciones realizadas del Caldo Tripticasa Soya Lecitina (0,5%)
Polisorbato 80 (4%) a tubos estériles (ver Figura 2). Se rotul6 cada tubo correspondiente
con el nombre de los microorganismos: Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus,

Bacillus subtilis, Candida albicans y Aspergillus brasiliensis.

A.2 PREPARACION DEL GRUPO CONTROL (B)

> A partir del medio cultivo estéril Caldo Tripticasa Soya Lecitina (0,5%) Polisorbato 80 (4
%). Se distribuy0 con una pipeta estéril, 9,9 mL a tubos estériles (Figura 2). Se rotulé cada
tubo correspondiente con el nombre de los microorganismos: Pseudomonas aeruginosa,

Staphylococcus aureus, Bacillus subitilis, Candida albicans y Aspergillus brasiliensis.

A.3 INOCULACION

> Se adicion6 0,1 mL de la suspension de trabajo que contenga menos de 100 UFC de
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis, Candida albicans y
Aspergillus brasiliensis al tubo rotulado con el nombre de cada Microorganismo y se

homogenizo.
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A.4 CONTROL NEGATIVO

Se realiz6 el control del medio de Cultivo Caldo Tripticasa Soya Lecitina (0.5%)
Polisorbato 80 (4%) y se incubd de 30° C a 35° C por 24 a 72 horas.

Adicionalmente se realiz6 el control negativo del Agar Tripticasa de Soya, incorporando
15 a 20 mL del medio de cultivo enfriado a 45°C aproximadamente. Se dejé solidificar a
temperatura ambiente y se incubd de 30° C a 35° C por 24 a 72 horas. Asu vez se realizo el
control negativo del Agar Sabouraud Dextrosa incorporando 15 a 20 mL del medio de
cultivo enfriado a 45° C aproximadamente. Se dejo solidificar a temperatura ambiente y se

incubo de 20° C a 25° C por 3 a 5 dias.

B. RECUPERACION DE MICROORGANISMOS (Método de Recuento en Placa)
B.1 RECUENTO TOTAL DE MICROORGANISMOS AEROBIOS MESOFILOS

(RTMA)

Se pipeted 1 mL del tubo rotulado como Pseudomonas aeruginosa a placas Petri estériles
(por triplicado), se realiz6 la misma accion para los microorganismos Staphylococcus
aureus y Bacillus subtilis, finalmente a cada placa se incorpord 15 a 20 mL de Agar
Tripticasa de Soya enfriado a 45° C aproximadamente. Se realiz6 movimientos rotatorios
y se dejo solidificar a temperatura ambiente. Se incubd todas las placas a la temperatura de
30°C a 35°C por 72 horas. Transcurrido el tiempo de incubacion se contd el nimero de
colonias por placa y se obtuvo el promedio y expreso el resultado en Unidades Formadoras

de Colonia por mililitro (UFC/mL).



35

> Los resultados se registraron en el formato de Aptitud del Método de Recuento y

Microorganismos especificos.

B.2 RECUENTO TOTAL DE HONGOS FILAMENTOSOS Y LEVADURAS

(RTHL)

> Se pipete6 1mL del tubo rotulado como Candida albicans a placas Petri estériles (por
duplicado), se realizé la misma accién para el microorganismo Aspergillus brasiliensis,
finalmente a cada placa se incorpor6 15 a 20 mL de Agar Sabouraud Dextrosa enfriado a
45° C aproximadamente. Se realiz6 movimientos rotatorios, dejar solidificar a temperatura
ambiente. Se incub6 todas las placas a la temperatura de 20° C a 25° C por 5 dias.
Transcurrido el tiempo de incubacién se contd el nimero de colonias por placa y se obtuvo
el promedio y expreso el resultado en Unidades Formadoras de Colonia por mililitro
(UFC/mL).

> Los resultados se registraron en el formato de Aptitud del Método de Recuento y

Microorganismos especificos.

C. MICROORGANISMOS ESPECIFICOS
C.1 PREPARACION DEL GRUPO DE PRUEBA (A)
> Se realiz6 una dilucion 1/10 en caldo Tripticasa Soya Lecitina (0,5%) Polisorbato 80 (4%)
tomando 10 mL de muestra y se homogenizd. De la dilucidn realizada se transfirié 10 mL
a otro envase que contenga 90 mL de caldo Tripticasa Soya Lecitina (0,5%) Polisorbato 80

(4%) y se homogenizo.
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> Se distribuyd con una pipeta estéril 9,9 mL del envase de la segunda dilucion a dos tubos

estériles y se Rotulé como Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus.

C.2 PREPARACION DEL GRUPO CONTROL (B)
> A partir del medio de cultivo Caldo Tripticasa Soya Lecitina (0,5%) Polisorbato 80 (4%).
Se distribuyo con una pipeta estéril 9,9 mL a dos tubos estériles y se rotul6 como

Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa.

C.3 INOCULACION

> Se adicion6 0,1 mL de la suspension de trabajo que contiene menos de 100 UFC de
Pseudomonas aeruginosa al tubo rotulado con el nombre del microorganismo y se incub6

de 30° C a 35° C por 18 a 24 horas.
> Se adicion6 0,1 mL de la suspensién de trabajo que contiene menos de 100 UFC de

Staphylococcus aureus al tubo rotulado con el nombre del microorganismo y se incubo de

30° C a 35° C por 18 a 24 horas.

C.4 CONTROL NEGATIVO
> Se realizo los controles negativos para el medio de cultivo: Caldo Tripticasa Soya Lecitina
(0,5%) Polisorbato 80 (4%) y se incubd los tubos de 30° C - 35° C por 18 a 24 horas.

Finalizado el periodo de incubacion se observo la ausencia de turbidez de cada uno de los

tubos.
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C.5 SELECCION Y SUBCULTIVO:
C.5.1 MICROORGANISMO: Pseudomonas aeruginosa
> Mediante un asa de siembra subcultivo por estria y agotamiento del tubo de Prueba, el tubo
del Grupo control y el control negativo a una placa conteniendo Agar Cetrimide y se incubo

a una temperatura de 30° C - 35° C por 18 a 72 horas.

C.5.2 MICROORGANISMO: Staphylococcus aureus
> Mediante un asa de siembra subcultivo por estria y agotamiento del tubo de Prueba, el tubo
del Grupo control y el control negativo a una placa conteniendo Agar Manitol salado y se

incubo a una temperatura de 30° C - 35° C por 18 a 72 horas.
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FIGURA 2. Esquema de Aptitud del Método de Recuento y Microorganismos Especificos

APTITUD DEL METODO DE RECUENTO

RECUENTO TOTAL DE AFROBIOS TOTALES HONGOS Y LEVADURAS

GRUPO DE PRUEEBA (A) GRUPO CONTROL (B)
Producto + Diluyente + Neutralizante + Indculo Diluyente + Neutralizante + Indculo
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Fuente: Elaboracion propia

3.7.1.1.4 DETERMINACION DEL LIMITE DE DETECCION

A. PREPARACION DEL GRUPO DE PRUEBA (A)

> Serealiz6 una dilucion 1/10 en caldo Tripticasa Soya Lecitina (0,5%) Polisorbato 80 (4%)
tomando 20 mL de muestra y luego se homogenizo. De la dilucion realizada se transfirio
20 mL a otro envase que contuvo 180 mL de caldo Tripticasa Soya Lecitina (0,5%)
Polisorbato 80 (4%) y se homogenizo.

> Se distribuy6 con una pipeta estéril, 9,9 mL del envase de la segunda dilucion a 20 tubos

estériles y se rotularon como Staphylococcus aureus.
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Se Distribuy6 con una pipeta estéril, 9,9 mL del envase de la segunda dilucién a 20 tubos

estériles y se rotularon como Pseudomonas aeruginosa.

PREPARACION DEL GRUPO CONTROL (B)

Previamente se incorpor6d 20 ml de Buffer Peptona al medio de cultivo Caldo Tripticasa
Soya Lecitina (0,5%) Polisorbato 80 (4%) y se homogenizo.

Se distribuyd con una pipeta estéril 9,9 a 20 tubos estériles y se rotularon como
Staphylococcus aureus.

Se distribuy6 con una pipeta estéril 9,9 mL a 20 tubos estériles y se rotularon como

Pseudomonas aeruginosa.

INOCULACION

C.1 Inoculacién de Pseudomonas aeruginosa:

> Se realizd6 3 diluciones sucesivas al medio a partir de la suspensién del Inéculo

estandarizado. (Figura 3.)

Se adicioné 0,1 mL de la suspension de trabajo que contiene menos de 100 UFC de

Pseudomonas aeruginosa a 5 tubos rotulados con el nombre del microorganismo.

Se adicioné 0,1 mL de la dilucién 1 (Dil 1) a 5 tubos rotulados con la dilucién respectiva
Se adicioné 0,1 mL de la dilucién 2 (Dil 2) a 5 tubos rotulados con la dilucién respectiva
Se adiciond 0,1 mL de la dilucién 3 (Dil 3) a 5 tubos rotulados con la dilucidn respectiva

Se incubaron todos los tubos de 30° C - 35° C por 18 a 24 horas.
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C.2 inoculacion de Staphylococcus aureus

Se realizd 3 diluciones sucesivas al medio a partir de la suspension del Inéculo

estandarizado. (Figura 3.)

Se adicion6 0,1 mL de la dilucion de trabajo 10 de Staphylococcus aureus a 5 tubos

rotulados con el nombre del microorganismo.

Se adicioné 0,1 mL de la dilucién 1 (Dil 1) a 5 tubos rotulados con la dilucién respectiva
Se adicioné 0,1 mL de la dilucién 2 (Dil 2) a 5 tubos rotulados con la dilucién respectiva
Se adiciond 0,1 mL de la dilucion 3 (Dil 3) a 5 tubos rotulados con la dilucién respectiva

Se incubo todos los tubos de 30° C - 35° C por 18 a 24 horas.

Figura 3. Esquema del Limite de Deteccion

ESQUEMA DE LIMITE DE DETECCION

Cepa de prueba: Pseud: aerugi /Staphylococcus aureus
GRUPO DE PRUEBA (A) GRUPO CONTROL (B)
Producto + Diluyente + Neutralizante + inéculo Diluyente + Neutralizante + inéculo

9,9 ml de la dilucién 9,9 ml del diluyente + Neutralizante

100 uL de Inéculo estandarizado 100 uL de In6culo estandarizado
100 uL de cada In6culo diluido 100 uL de cada Inéculo diluido
l Dill Di2 Dil3 l Dil1 Dil2 Dil. 3
T R
|
g U U 4 8§ 8 8
o m n mom n

- | S— - -

>_|
_—T
—mC
.
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|
[— > [——= |— [——= |
a
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— N
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Incubar 30° - 35°C x 18 - 24 hrs Incubar 30° - 35°C x 18 -24 hrs

Fuente: Elaboracion propia
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3.7.1.1.5 VALIDACION DE METODOS DE NEUTRALIZACION
Para la VValidacion del método de neutralizacion, al Grupo de Prueba (A) y al Grupo
Control (B) se adicioné el Grupo Viabilidad (C) para determinar la ausencia de la
Toxicidad del neutralizante, en el cual se realizaron 3 ensayos independientes en tres lotes

del producto.

A. PREPARACION DEL GRUPO VIABILIDAD (C)

> A partir del medio de cultivo Caldo Tripticasa Soya sin presencia de neutralizantes, se

realizé lo siguiente:

> Sedistribuy6 con una pipeta estéril, 9,9 mL a tubos estériles (Figura 4). Se rotul6 cada tubo
correspondiente con el nombre de los microorganismos: Pseudomonas aeruginosa,

Staphylococcus aureus, Bacillus subitilis, Candida albicans y Aspergillus brasiliensis.

B. INOCULACION.

» Se adiciond 0,1 mL de la suspension de trabajo que contuvo menos de 100 UFC de
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis, Candida albicans y
Aspergillus brasiliensis al tubo rotulado con el nombre de cada Microorganismo y
homogenizar.

» Para la recuperacion de los microorganismos para este grupo, se siguié el procedimiento a
partir del item 3.7.1.1.3 B

» Para el desarrollo del parametro de robustez se incubé dos dias adicionales para cada grupo

de microorganismos.



Figura 4. Esquema de Validacion del Método de Neutralizacion
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RECUENTO TOTAL DE AEROBIOS MESOFILOS TOTALES, HONGOS Y LEVADURAS

GRUPO DE PRUEBA (A)
Producto + Diluyente + Neutralizante + Inéculo
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—
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Polisorbato 80 4%
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10 102
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Incubar Incubar Incubar Incubar
30°-35°C  20°-25°C 30°-35°C  20°-25°C
3-5dias 57 dias 3-5dias 5 -7 dias

Leyenda:

Ps: Pseudomonas aeruginosa

St; Staphylococeus aureus

Sub: Bacillus subtilis

Cd: Candida albicans

Asp: Aspergillus brasiliensis

m.o: Microorganismos

TSA: Agar Tripticasa de Soya

AS: Agar Sabouraud Dextrosa

GRUFPO CONTROL (B)
Diluyente + Neutralizante + Inéculo

=
90 ml del diluyente f —
Lecitina 0.5% |
Polisorbato 80 4 %

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

EERR

1 mlm. o /placa

il

===
——

TSA AS
Incubar Incubar
30°-35°C 20°-25°C
3 -5 dias 57 dias

ESQUEMA DE VALIDACION DEL METODO DE NEUTRALIZACION

GRUPO VIABILIDAD (C)
Diluyente + Indculo

=
90 ml del diluyente f -

9.9 ml del diluyente
100 pL m.o (= 100 ufc/mL)

EREX

1 mlm o /placa

ZXRX
===

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

Fuente: Elaboracién Propia

3.7.2. Descripcién de instrumentos

Se registro los datos en los siguientes formatos:

> Ficha de Recoleccion de Datos de Estandarizacion de Cepas de Prueba.

» Formato de registro de la prueba de Promocion e Inhibicion de Crecimiento de Medios de

Cultivo.
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> Formato de registro de la Prueba de la Aptitud del Método de Recuento y Microorganismos

Especificos.
> Formato de Limite de Deteccion

> Formato de Validacion de Método de Neutralizacion en Grupos de Tratamiento.

3.7.3 Validacién

La validacion de los instrumentos se realiz6 por el juicio de 3 expertos.

3.7.4. Confiabilidad

No aplica por ser una ficha de recoleccion de datos.

3.8. Plan de procesamiento y analisis de datos
Los resultados de recuento de UFC y turbidez de los medios de cultivo se

registraron a los instrumentos respectivos:
> Ficha de Recoleccion de Datos de Estandarizacion de Cepas de Prueba.

> Formato de registro de la prueba de Promocion e Inhibicion de Crecimiento de Medios de

Cultivo.

> Formato de registro de la Prueba de la Aptitud del Método de Recuento y Microorganismos

Especificos.
> Formato de Limite de Deteccién

> Formato de Validacion de Método de Neutralizacién en Grupos de Tratamiento.



0
*»*
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Estandarizacion de Cepas
Para el logro de este objetivo se desarrollo el procedimiento a partir del item
3.7.1.1.1, se promedid las 5 repeticiones (recuento en placa), el cual obtuvo un promedio

de UFC de la suspension estandarizada.

Criterio de aceptacion: El recuento de los microorganismos de Prueba debe corresponder

a una Inoculo estandarizado menor de 100 UFC/ mL.

Prueba de Promocién de Crecimiento y Propiedades Indicadoras e Inhibitorias de los
medios de cultivo

Para verificar la conformidad del medio de cultivo preparado, se realizara el
procedimiento de la prueba de Promocién a partir del item 3.7.1.1.2. Los resultados se
registraron en el Formato de registro de Prueba de Promocion e Inhibicion de crecimiento
de medios de cultivo, el cual cumplid los siguientes criterios de aceptacion del medio de

cultivo.
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Tabla 4. Criterios de aceptacion de Prueba de Promocion de Crecimiento y Propiedades

Indicadoras e Inhibitorias de los medios de cultivo.

Prueba

Criterio de aceptacion

Promocién en medios de cultivo solido

Factor no mayor de 2

Promocién en medios de cultivo liquido

Turbidez

Propiedades

Medio de cultivo

Cepas de prueba

Inhibitorias

Agar Cetrimide

Escherichia coli

Agar Manitol Salado

Escherichia coli

Ausencia de Crecimiento

Medio de cultivo

Cepas de prueba

Propiedades

Agar Cetrimide

Pseudomonas aeruginosa

Indicadoras

Agar Manitol Salado

Staphylococcus aureus

Agar Sabouraud Dextrosa

Candida albicans

Presencia de crecimiento

(Turbidez)

Fuente: Elaboracion Propia

< Aptitud del Método de Recuento y Microorganismos Especificos

Para el célculo de la interpretacion de los resultados, previamente se realizé el

procedimiento de Aptitud del Método de Recuento y Microorganismos especificos del item

3.7.1.13
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Tabla 5. Criterios de aceptacion de la Prueba de Aptitud del Método de Recuento y

Microorganismos Especificos

Prueba

Criterio de aceptacion

Aptitud del Método de Recuento

Grupo de Prueba con respecto al
Grupo Control no difiere en un Factor
mayor de 2 ( 50% - 200 %).

Prueba de
Microorganismos
Especificos

Grupo de Estudio

Microorganismo

Grupo de Prueba (A):

Pseudomonas aeruginosa

Staphylococcus aureus

Grupo Control (B):

Pseudomonas aeruginosa

Staphylococcus aureus

Crecimiento (Turbidez)

Control Negativo:

No aplica

Ausencia de Crecimiento

Seleccion y Subcultivo

Microorganismo

Medio Selectivo

Pseudomonas aeruginosa

Agar Cetrimide

Colonias verdosas

Staphylococcus aureus

Agar Manitol Salado

Colonias amarillas

Fuente: Propia

«» Determinacion del Limite de Deteccion

Para determinar del criterio de aceptacion, se realizé el procedimiento del Limite

de Deteccion para Microorganismos especificos del item 3.7.1.1.4

Interpretacion: Turbidez en las 5 réplicas simultaneas de cada dilucion que permita el
crecimiento, lo cual establecera el limite minimo de recuperacion de microrganismos en

los Grupos de ensayo no menor del 90 % (46).
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PROCESAMIENTO DE PARAMETROS ESTADISTICOS

Luego los resultados se trasladaron en la plataforma estadistica SPSS Version 27 y

Minitab para el desarrollo de los parametros de Validacion.

Tabla 6. Procesamiento de Parametros Estadisticos

Aptitud del Método de Recuento

PRUEBA'Y PARAMETROS CALCULO ESTADISTICO
Estandarizacion de cepas No aplica
Promocién de Crecimiento No aplica

No aplica

Efectividad del Neutralizante

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

Toxicidad del Neutralizante

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

Exactitud Cumple: Factor 2 se encuentra dentro de los limites del Intervalo de confianza al 90%.
Precision (Repetibilidad) C.V. menor al 15 %
Especificidad u Grupo prueba = p Grupo Control

Limite de deteccién

No aplica

Robustez

Prueba t para comparacion de dos medias emparejadas a nivel de significancia de 5 %
Bilateral: p Grupo Prueba = p Grupo Control
p Grupo Control = pu Grupo Viabilidad

Fuente: Elaboracion Propia

3.9. Aspectos éticos

Se trabajo con equipos calibrados, calificados y materiales que forman parte del

Laboratorio. No existen problemas éticos ni morales. La informacion de la formulacién y lotes

del producto para esta investigacion se mantiene en reserva de acuerdo con las politicas de

confidencialidad de la empresa.




CAPITULO IV: PRESENTACION Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS
4.1. Resultados

4.1.1. Andlisis descriptivos de resultados

De acuerdo con el Objetivo especifico 1: ESTANDARIZACION DE CEPAS

Tabla 7. Estandarizacion de cepas de prueba
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ESTANDARIZACION DE CEPAS MICROBIOLOGICAS

Pseudomonas Staphylococcus Escherichia Bacillus Candida Aspergillus
aeruginosa aureus coli subtilis albicans brasiliensis
Diluciones 104 10 10° 10* 10° 10° 10 105 10° 10° 10¢ 105 102 10° 10 102 10°  10°*
f;_f'(‘)?_m 9x10° 9x102 86 7x10® 7x10? 65 9x10° 9x10> 85 6x10° 6x102 60 8x10® 8x102 82 5x10° 5x10° 53
8x10° 8x10° 81 7x10° 7x102 70 9x10° 9x10> 86 6x10° 6x10° 62 9x10° 9x102 85 5x10° 5x10° 48
8x10° 8x10? 84 7x10% 7x102 67 9x10° 9x10> 87 6x10° 6x10° 60 9x10° 9x102 87 5x10° 5x10° 50
9x10° 9x10> 85 7x10° 7x102 69 8x10° 8x10> 84 6x10° 6x10° 58 8x10° 8x102 80 5x10° 5x10> 52
8x10%2 8x10> 82 7x10° 7x10> 66 8x10° 8x10> 83 6x10° 6x10° 61 9x10° 9x102 85 5x10° 5x10> 51
Promedio 9x10° 9x10' 84 7x10° 7x10> 67 9x10° 9x10® 85 6x10%2 6x10° 60 9x10° 8x10®> 84 5x10° 5x10® 51
UFC/mL
Absorbancia 0,060 0,075 0,065 0,050 0,050 0,250
Egi?f_m 8x10° 8x10° 83 6x10° 6x10° 64 6x10° 6x10> 64 8x10° 8x10> 83 5x10° 5x10° 52
8x10° 8x10> 84 6x10° 6x10° 62 6x10° 6x10° 60 8x10° 8x10> 82 5x10° 5x10*> 49
9x10° 9x10° 85 6x10° 6x10° 63 No aplica 6x10° 6x10> 63 8x10° 8x10> 80 5x10° 5x10° 47
8x10° 8x10° 82 7x10® 7x10? 65 6x10° 6x10> 64 8x10° 8x10> 84 5x10° 5x10° 48
8x10° 8x10> 82 6x10° 6x10° 61 6x10° 6x10° 63 8x10° 8x10> 81 5x10° 5x10> 50
Promedio 8x10° 8x10° 83 6x10° 7x10> 63 No aplica 6x10° 6x10° 63 8x10° 8x10> 81 5x10° 5x10*> 49
UFC/mL

Absorbancia 0,059 0,074 0,050 0,051

0,251
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gj%‘f‘ oy  8x10°8x10° 83  6x10° 6x10° 60 7x10°7x10° 66 9x10° 9x10° 85 5x10° 5x10° 54
8x10° 8x10° 84 6x10° 6x10° 64 6x10°6x102 62 9x10° 9x10° 86 6x10° 6x10° 56
9x10° 9x10° 85 7x10° 7x10° 65 No aplica 7x10°7x10° 65 8x10° 8x10° 83 6x10° 6x10° 57
8x10° 8x10° 82 6x10° 6x10° 62 7x10°7x102 67 8x10° 8x10° 82 5x10° 5x10° 53
8x10° 8x10° 82 7x10° 7x10° 66 7x10°7x10° 65 9x10° 9x10° 86 6x10° 6x10° 55

Promedio  8x10° 8x10° 83 6x10° 6x10° 63 No aplica 7x10°7x10° 65 9x10° 9x10° 84 6x10° 6x102 55

UFC/mL

Absorbancia 0,060 0,075 0,050 0,051 0,249

Interpretacion: Se observa que el recuento de microorganismos en la mayor dilucion presentd un

recuento menor a 100 unidades formadoras de colonias.

Tabla 8. Suspension de trabajo

Prueba Promocién de crecimiento Aptitud del Método/ Validacion
Dilucién 10 10° 10° 10-4 10?2 102 10-4 10+ 10?2 102 102
Microo rganismo PS ST EC Bs Cd Asp PS ST BS Ca Asp
9.x10%> 7x10> 9x10° 6x10° 8x10*> 5x10?
8x10%2 7x10> 9x10° 6x10° 9x10*> 5x10?
2 2 2 2 2 2 H
Fecha:12-01-24 8 x10 7x10* 9x10° 6x10° 9x10° 5x10 No aplica
9 x 10? 7x10> 8x10*> 6x10> 8x10> 5x10°
8 x 10? 7x10? 8x10> 6x10> 9x10> 5x10°
Promedio
UEC/mL 9x 10> 7x10° 9x10>° 6x10> 8x10®> 5x10?
8x10° 6x10° 6x10° 8x10® 5x10°
8x10° 6x10° 6x10° 8x10® 5x10°
Fecha: 19-01-24 No aplica 9x10° 6x10° 6x10° 8x10° 5x10°
8x10° 7x10° 6x10° 8x10® 5x10°
8x10° 6x10° 6x10° 8x10°® 5x10°
Promedio
UFC/mL 8x10° 6x10° 6x10° 8x10° 5x10°
8x10° 6x10° 7x10° 9x10® 5x10°
8x10° 6x10° 6x10° 9x10° 6x10°
Fecha: 24-01-24 No aplica 9x10° 7 x10° 7x10° 8x10° 6x10°
8x10° 6x10° 7x10° 8x10® 5x10°
8x10° 7x10° 7x10° 9x10° 6x10°
Promedio
UEC/mL 8x10° 6x10° 7x10° 9x10° 6x10°

(Ps) Pseudomonas aeruginosa  (St) Staphylococcus aureus (Ec) Escherichia coli

(Bs) Bacillus subtilis

(Cd) Candida albicans (Asp) Aspergillus brasiliensis
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Interpretacion: Se selecciond las diluciones que presentaron un recuento referencial menor a 100

UFC/mL con respecto a la dilucion estandarizada.
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De acuerdo con el Objetivo especifico 2: PROMOCION E INHIBICION DE CRECIMIENTO DE MEDIOS DE CULTIVO

Tabla 9. Recuperacidn de microorganismos en medios de cultivo

CEPAS DE PRUEBA
Pseudomonas  Staphylococcu Bacillus Candida Aspergillus
. . . . o Control
Medio de aeruginosa s aureus subtilis albicans brasiliensis nesative
cultivo ATCC 9027 ATCC 6538 ATCC 6633 ATCC 10231 ATCC 16404 g
Fecha: 12-01-24
. L. Recuento de inéculo Estandarizado 84 UFC 67 UFC 60 UFC 84 UFC 51 UFC

Agar Tripticasa
de soya Promocion de crecimiento 82 UFC 58 UFC 56 UFC 95,2 UFC 48 UFC -

Resultados (50 % - 200 %) 98 % 87 % 93,3% 97,4% 95 %
Agar Recuento de indculo Estandarizado N/A N/A N/A 84 UFC 51 UFC
Sabouraud Promocion de crecimiento N/A N/A N/A 82 UFC 47 UFC -
Dextrosa Resultados (50 % - 200 %) - - - 98% 92%
Caldo Recuento de inéculo Estandarizado 84 UFC 67 UFC 60 UFC 84 UFC 51 UFC
Tripticasa de — —
soya + Promocion de crecimiento + + + + + -
Neutralizantes  Resultados (50 % - 200 %) N/A N/A N/A N/A N/A
Caldo Recuento de inéculo Estandarizado 84 UFC 67 UFC 60 UFC 84 UFC 51 UFC
Tripticasa de Promocién de crecimiento + + + 3+ 3+
soya Resultados (50 % - 200 %) N/A N/A N/A N/A N/A

Recuento de inéculo Estandarizado 84 UFC 67 UFC 60 UFC 84 UFC 51 UFC
Buffer Peptona  “promocion de crecimiento 3 3 3 3 3

Resultados (50 % - 200 %) N/A N/A N/A N/A N/A

Medios liquidos: (+) Presencia de Crecimiento (-) Ausencia de Crecimiento (/) No aplica

Interpretacion: Se observan que los medios de cultivo preparados permitieron el crecimiento de los microorganismos inoculados, el

cual los resultados se encontraron dentro porcentaje de recuperacion del 50% - 200 % (Factor 2) y para medios liquidos presentaron

crecimiento o turbidez.
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Tabla 10. Propiedades Indicadoras de Promocion de crecimiento e Inhibicion de los medios

de cultivo.
Pseudomonas  Staphylococcus Escherichia
. . . . Control
Medios de Cultivo aeruginosa aureus coli neoativo
ATCC 9027 ATCC 6538 ATCC 8739 g
Fecha: 12-01-24
Recuento de
inéculo 85 UFC 67 UFC 85 UFC
Estandarizado
Agar Manitol ~ Promocion de N/A 65 UFC N/A
salado crecimiento
Resultados o
(50 % - 200 %) N/A 97 % N/A
Prueba Inhibitoria N/A N/A -
Recuento de
inéculo 85 UFC 67 UFC 85 UFC
Estandarizado
Agar Cetrimide Prm‘no.cmn de 80 UFC N/A N/A
crecimiento
Resultados o
(50 % - 200 %) 106,3 % N/A N/A
Prueba Inhibitoria N/A N/A -

Medios liquidos: (+) Presencia de Crecimiento

(-) Ausencia de Crecimiento

(/) No aplica

Interpretacion: Se observa que la recuperacion de Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus

aureus se encontraron dentro del Factor no mayor de 2 para medios selectivos y presentaron

inhibicion del microorganismo Escherichia coli en ambos medios de cultivo.



De acuerdo con el Objetivo especifico 3: APTITUD DEL METODO EN PRESENCIA DEL PRODUCTO

Tabla 11. Recuperacion de Microorganismos en presencia del producto / Ensayo 1
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A B AlB Control
Grupo de Prueba Grupo Control Negativo
(UFC/mL) (UFC/mL) g
Muestra + Diluyente + Neutralizante + Diluyente + Neutralizante + %
Nro.de CEPAS ATCC Inoculo Inculo F T _C_aldo d Recuperacion
ensayo: 1 Recuento de Recuento de actor ”p;'gaza € | (50% - 200%)
UFC/mL Promedio de UFC/mL Promedio de S0
EC/mL FC /mL Lecitina (0,5 %)
Placa Placa Placa | UFC/m Placa Placa Placa | UFC/m Polisorbato 80
1 2 3 1 2 3 (4%)
Pseudomonas aeruginosa
ATCC 9027 88 89 81 86,00 85 86 84 85 1,01 - 101%
Amonio Staphylococcus aureus i 0
cuaternario ATCC 6538 00 00 00 0,0 65 58 62 61,7 0,00 0%
Bacillus subtilis 0
Lote 1 ATCC 6633 00 00 00 0,0 57 66 63 62 0,00 - 0%
Dilucion 10t | Candida albicans 0
ATCC 10231 88 80 85 84,3 87 84 86 85,7 0,98 - 98%
Aspergillus brasiliensis
ATCC 16404 53 52 48 51 57 51 54 54 0,94 - 94%
Pseudomonas aeruginosa 0
ATCC 9027 81 83 83 82,3 85 86 84 85 0,97 - 97%
. Staphylococcus aureus o
Amonio ATCC 6538 62 64 60 62 65 58 62 61,7 1,01 - 101%
cuaternario Bacillus subtilis
- 0,
ATCC 6633 58 56 58 57,3 57 66 63 62 0,92 92%
Lote 1 Candida albicans
P, - 9
Dilucién 10 ATCC 10231 82 84 79 81,7 87 84 86 85,7 0,95 95%
Aspergillus brasiliensis 56 51 48 51,7 57 51 54 54 0,96 - 96%

ATCC 16404
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Interpretacion: La recuperacion de microorganismos del primer ensayo independiente en la dilucién 10 para los microorganismos
Staphylococcus aureus y Bacillus subtilis no cumplieron con el factor mayor de 2 (50% - 200%). Sin embargo, en la dilucién 102 todos

los microorganismos presentaron recuperacion dentro del factor de 2 (50% - 200%).



Tabla 12. Recuperacion de microorganismos en presencia del producto/ Ensayo 2
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A B A/B
Grupo de Prueba Grupo Control Contr_ol
(UFC/mL) (UFC/mL) Negativo
Muestra + Diluyente Neutralizante + Diluyente + Neutralizante + o
Nro. d'e CEPAS ATCC Inéculo Inéculo Caldo Tripticasa % 3
ensayo: 2 Factor de Soya Recuperacion
Recuento de UFC/mL  Promedio Recuento de UFC/mL  Promedio Lecitina (0,5 %) (50% - 200%0)
de de Polisorbato 80
Placa Placa Placa UEC/mL Placa Placa Placa | UFC/mL (4%)
1 2 3 1 2 3
Pseudomonas aeruginosa 0
ATCC 9027 83 80 85 82,7 89 86 90 88,3 0,94 - 93,6%
Amonio Staphylococcus aureus i 0
cuaternario ATCC 6538 00 00 00 0,0 61 65 62 62,7 0,00 0,0%
Bacillus subtilis 0
Lote 1 ATCC 6633 00 00 00 0,0 61 59 64 61,3 0,00 - 0,0%
Dilucién 10t | Candida albicans 0
ATCC 10231 88 85 82 85 87 83 88 86 0,99 - 98,8%
Aspergillus brasiliensis )
ATCC 16404 56 57 51 54,7 57 49 50 52 1,05 105,1%
Pseudomonas aeruginosa
ATCC 9027 85 88 80 84,3 89 86 90 88,3 0,95 - 95,5%
. Staphylococcus aureus 0
Amonio ATCC 6538 65 59 63 62,3 61 65 62 62,7 0,99 - 99,5%
cuaternario Bacillus subtilis
- 0,
ATCC 6633 58 59 62 59,7 61 59 64 61,3 0,97 97,3%
Lote 1 Candida albicans
P, -
Dilucion 10 ATCC 10231 81 83 82 82 87 83 88 86 0,95 95,3%
Aspergillus brasiliensis ) o
ATCC 16404 52 49 57 52,7 57 49 50 52 1,01 101,3%

Interpretacion: La recuperacion de microorganismos del segundo ensayo independiente en la dilucion 10 para los microorganismos

Staphylococcus aureus y Bacillus subtilis no cumplieron con el factor mayor de 2 (50% - 200%). Sin embargo, en la dilucién 102 todos

los microorganismos presentaron recuperacion dentro del factor de 2 (50% - 200%).




Tabla 13. Recuperacion de microorganismos en presencia del producto/ Ensayo 3
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ATCC 16404

A B AlB Control
Grupo de Prueba Grupo Control Neqativo
(UFC/mL) (UFC/mL) 9
Muestra + Diluyente Neutralizante + Diluyente + Neutralizante + %
Nro. de. CEPAS ATCC Indculo Indeulo Caldo Tripticasa | Recuperacion
ensayo: 3 Factor de Soya (50%6-200%)
Recuento de UFC/mL  Promedio Recuento de UFC/mL Promedio .
Lecitina (0,5 %)
de de Polisorbato 80
Placa Placa Placa | UFC/mL Placa Placa Placa | UFC/mL o
1 2 3 1 2 3 (4%)
Pseudomonas aeruginosa 0
ATCC 9027 90 87 81 86 82 83 80 81,7 1,05 - 105,3%
Amonio Staphylococcus aureus i 0
cuaternario ATCC 6538 00 00 00 0,0 60 63 64 62,3 0,00 0,0%
Bacillus subtilis 0
Lote 1 ATCC 6633 00 00 00 0,0 57 65 59 60,3 0,00 - 0,0%
Dilucién 10 | Candida albicans 0
Ensayo 1 ATCC 10231 88 82 79 83 79 83 79 80,3 1,03 - 103,3%
Aspergillus brasiliensis ) 0
ATCC 16404 54 57 50 53,7 49 48 53 50 1,07 107,3%
Pseudomonas aeruginosa o
ATCC 9027 89 82 83 847 82 83 80 81,7 1,04 - 103,7%
. Staphylococcus aureus ) o
Amonio _ ATCC 6538 62 61 64 62,3 60 63 64 62,3 1,00 100%
cuaternario Bacillus subtilis
- 0,
ATCC 6633 59 58 60 59 57 65 59 60,3 0,98 97,8%
Lote 1 Candida albicans
I - 9
Dilucion 10 ATCC 10231 81 88 82 83,7 79 83 79 80,3 1,04 104,1%
Aspergillus brasiliensis 49 50 57 52 49 48 53 50 1,04 - 104%




57

Interpretacion: La recuperacion de microorganismos del tercer ensayo independiente en la dilucién 10 para los microorganismos
Staphylococcus aureus y Bacillus subtilis no cumplieron con el factor mayor de 2 (50% - 200%). Sin embargo, en la dilucién 10 todos

los microorganismos presentaron recuperacion dentro del factor de 2 (50% - 200%).



Tabla 14. Recuperacion de microorganismos especificos
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Dilucién 102 DETECCION DE MICROORGANISMOS ESPECIFICOS

A

B

Control Negativo

Grupo de Prueba

Grupo Control

ATCC 6538

Nro. De CEPAS ATCC (UFC/mL) (UFC/mL) Caldo Tripticasa de Soya
ensayo Muestra + Diluyente + Diluyente + Neutralizante Lecitina (0,5 %)
Neutralizante + Inéculo + Indculo Polisorbato 80 (4%)
Pseudomonas aeruginosa N + i
1 ATCC 9027
Staphylococcus aureus N + i
ATCC 6538
Pseudomonas aeruginosa N + i
5 ATCC 9027
Staphylococcus aureus + + i
ATCC 6538
Pseudomonas aeruginosa + + i
3 ATCC 9027
Staphylococcus aureus + + i

(+) Presencia de crecimiento

(-) Ausencia de crecimiento

Interpretacion: Se observO presencia de crecimiento de los microorganismos especificos

Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus en la dilucion 102 en cada ensayo

independiente.

Tabla 15. Recuperacion de microorganismos especificos en medios selectivos /Pseudomonas

aeruginosa
Dilucién 102 SELECCION Y SUBCULTIVO
Control
A B Negativo
Grupo de Grupo Caldo Tripticasa
NUmero Prueba Control de Soya
FECHA de ensayo CEPAS ATCC Lecitina (0,05 %)
Agar Cetrimide Polisorbato 80
Incubacién: 30° Ca35° Cpor18-72h (2%)
1 Pseudomonas aeruginosa
19/01/2024 ATCC 9027 + + -
2 Pseudomonas aeruginosa + + i
ATCC 9027
3 Pseudomonas aeruginosa + + i
ATCC 9027

(+) Presencia de crecimiento

(-) Ausencia de crecimiento

Interpretacion: Se observé recuperacion del microorganismo Pseudomonas aeruginosa en agar

Cetrimide en el grupo de Prueba (Dilucién 10%) y el grupo Control.
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Tabla 16. Recuperacion de microorganismos especificos en medios selectivos/

Staphylococcus aureus

Dilucién 10 SELECCION Y SUBCULTIVO

Control
A B Negativo
Grupo de Grupo o
NUmero Prueba Control Caldo Tsr(')pgcasa de
FECHA de ensayo CEPAS ATCC Lecitina {0,05 %)
Agar Manitol Salado Polisorbato 80 (2%)
Incubacién: 30° Ca 35° Cpor18-72h
1 Staphylococcus aureus
19/01/2024 ATCC 6538 + + -
2 Staphylococcus aureus + + )
ATCC 6538
3 Staphylococcus aureus + + )
ATCC 6538

Interpretacion: Se observo recuperacién del microorganismo Staphylococcus aureus en agar

Manitol salado en el grupo de Prueba (Dilucion 102) y el grupo Control.
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De acuerdo con el Obijetivo especifico 4: VALIDACION DEL METODO DE NEUTRALIZACION

Eficacia del Neutralizante

Tabla 17. Comparacion de la Eficacia neutralizante en el grupo de Prueba A (10 en referencia al grupo Control (B)

Homogeneidad de varianzas

Prueba
Prueba de de Prueba
Estadisticas de grupo Normalidad Levene T
MICROORGANISMO Desviacion Diferencia
(UFC) Grupo Media estandar p-valor p-valor  de medias  p-valor Conclusion de la prueba
Prueba (A) 101 85,04 0,84 0,193
Pseudpmonas ) 0,641 0,296 0,464  Grupo de Prueba = Grupo Control
aeruginosa Control (B) 85,33 0,83 0,148
Prueba (A) 101 0.00 0.00
:Li‘;ﬂz'ococcus A - 0,000 -59.000 0,000  Grupo de Prueba # Grupo Control
Control (B) 59,00 3,08 0,158
. i Prueba (A) 101 0,00 0,00 _
Bacillus subtilis 0,003 -61.000 0,000 Grupo de Prueba # Grupo Control
Control (B) 61,15 0,78 0,742
. . Prueba (A) 101 82,67 1,62 0,571
Candida albicans 0,762 -0.519 0,473  Grupo de Prueba = Grupo Control
Control (B) 83,19 1,36 0,799
i Prueba (A) 101 51,67 0,91 0,175
Qfgg:?;:}';i A 1,00 -0.333 0,426  Grupo de Prueba = Grupo Control
Control (B) 52,00 0,82 0,605

Interpretacion: Para comparar los promedios, los dos grupos debian tener una distribucion normal (para esto se realiz6 la Prueba de

Shapiro Wilk) observandose un p-valor mayor 0,05 seguidamente se determind la Homogeneidad de Varianzas mediante la prueba T,

el cual mostro tener un p-valor mayor a 0,05 lo cual llevo para concluir que los promedios son iguales, de esa manera se demostré la

eficacia adecuada del neutralizante.




61

Eficacia del Neutralizante

Tabla 18. Comparacion de la Eficacia neutralizante en el grupo de Prueba A (10-?) en referencia al grupo Control (B)

Homogeneidad de varianzas
Prueba
Prueba de de Prueba
Estadisticas de grupo Normalidad  Levene T
MICROORGANISMO Desviacion Diferencia
(UFC) Grupo Media estandar p-valor p-valor  de medias  p-valor Conclusién de la prueba
Prueba (A) 107 85,82 1,43 0,855
Z:?Sg&rg:;as ) 0,110 0,481 0,395  Grupo de Prueba = Grupo Control
Control (B) 85,33 0,83 0,148
Prueba (A) 10 58,00 1,20 0,158
:Li‘;ﬂz'ococcus ) 0,002 1,000 0,385  Grupo de Prueba = Grupo Control
Control (B) 59,00 3,08 0,321
_ - Prueba (A) 102 60,48 0,56 0,256
Bacillus subtilis 0,371 -0,667 0,054  Grupo de Prueba = Grupo Control
Control (B) 61,15 0,78 0,742
) . Prueba (A) 10 83,70 2,31 0,474
Candida albicans 0,366 0,519 0,570 Grupo de Prueba = Grupo Control
Grupo Control (B) 83,19 1,36 0,799
: Prueba (A) 107 51,85 1,00 0,570
Qfgg:?;:}';z ) 0,595 0,148 0,735  Grupo de Prueba = Grupo Control
Control (B) 52,00 0,82 0,605

Interpretacion: Para comparar los promedios, los dos grupos debian tener una distribucion normal (para esto se realiz6 la Prueba de
Shapiro Wilk) observandose un p-valor mayor 0,05 seguidamente se determiné la Homogeneidad de Varianzas mediante la prueba T,
el cual mostro tener un p-valor mayor a 0,05 lo cual llevo para concluir que los promedios son iguales, de esa manera se demostro la

eficacia adecuada del neutralizante.



Toxicidad del Neutralizante
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Tabla 19. Comparacion de la toxicidad del Neutralizante en el Grupo Control (B) en referencia al grupo Viabilidad (C)

Homogeneidad de varianzas

Prueba
Prueba de de
Estadisticas de grupo Normalidad Levene Prueba T
MICROORGANISMO Desviacion Diferencia
(UFC) Grupo Media estandar p-valor p-valor de medias p-valor Conclusion de la prueba
Control (B) 85,33 0,83 0,148
;’:relljdicr)]?:;as 0,460  -0,074 0,826 Grupo de Control = Grupo Viabilidad
9 Viabilidad (C) 85,41 0,55 0,259
Control (B) 59,00 3,08 0,321
zﬁzﬁg'ococcus 0003  -0259 0821 Grupo de Control = Grupo Viabilidad
Viabilidad (C) 59,26 1,32 0,152
Control (B) 61,15 0,78 0,742
Bacillus subtilis 0,283 -0,333 0,451  Grupo de Control = Grupo Viabilidad
Viabilidad (C) 61,48 1,03 0,318
Control (B) 83,19 1,36 0,799
Candida albicans 0,553 -0,556 0,363  Grupo de Control = Grupo Viabilidad
Viabilidad (C) 83,74 1,15 0,279
- Control (B) 52,00 0,82 0,605
Qfg;:?;:;z 0,543 0,111 0,827  Grupo de Control = Grupo Viabilidad
Viabilidad (C) 51,89 1,26 0,188

Interpretacion: Para comparar los promedios, los dos grupos debian tener una distribucion normal (para esto se realiz6 la Prueba de

Shapiro Wilk) observandose un p-valor mayor 0,05 seguidamente se determind la Homogeneidad de Varianzas mediante la prueba T,

el cual mostro tener un p-valor mayor a 0,05 lo cual llevo para concluir que los promedios son iguales, de esa manera se demostro la

ausencia de toxicidad del neutralizante.



De acuerdo con el Objetivo especifico 5: PARAMETROS DE VALIDACION

EXACTITUD

Tabla 20. Prueba de equivalencia de dos muestras: Grupo de prueba (A) Dilucién 10/ Grupo Control (B)
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Hipétesis nula: Relacion < 0,5 o Relacion > 2
Hipdtesis alterna: 0,5 < Relacion < 2
Nivel de significancia: 0,05

Porcentaje
de Grados
MICROORGANISMO Desviacidn recuperacion Intervalo de de Valor Conclusién de la
(UFC) Grupo Media estandar (50 - 200 %) Relacion Confianza de 90% libertad Valor T P prueba
Prueba (A) 101 85,04 0,84 15 135,47 0,000 i
e “ 07 009 (081009 e pete i
9 Control (B) 85,33 0,83 15 -13562 0,000 q
Prueba (A) 0% 0,00 0,00 No se puede
iziz?sllococcus (A) 0.0 ) ) _ _ _ afirmar
Control (B) 59,00 3,08 _ _ _ equivalencia
_ » Prueba (A) 101 0,00 0,00 _ ~ _ No se puede
Bacillus subtilis 0,0 _ _ afirmar
Control (B) 61,15 0,78 _ _ _ equivalencia
Prueba (A) 10t 82,67 1,62 15 70,008 0,000 i
Candida albicans ) 99,4 0,094  (0,979;1,009) Seep“?dslgggzar
Control (B) 83,19 1,36 15 -79,470 0,000 quivalenct
i Prueba (A) 10t 51,67 0,91 15 77,000 0,000 i
Draciensi ” 94 0994 (0.080;1,007) eunalencia
Control (B) 52,00 0,82 15 -83,920 0,000 q

Interpretacion: La prueba de hipdtesis de dos colas, evalud el porcentaje de recuperacion entre grupos, la relacion de las medias debia

encontrarse entre 0,5 a 2; lo cual llevo a concluir y afirmar equivalencia con un intervalo de confianza del 90%.




Tabla 21. Prueba de equivalencia de dos muestras: Grupo de prueba (A) Dilucién 10-%/ Grupo Control (B)
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Hipétesis nula: Relacion < 0,5 o Relacion > 2
Hipotesis alterna: 0,5 < Relacion < 2
Nivel de significancia: 0,05

(B)

Porcentaje de Grados
MICROORGANISMO Desviacién recuperacion Intervalo de de Valor  Conclusion de la
UFC) Grupo Media estandar (50 - 200 %) Relacion Confianza de 90% libertad Valor T P rueba
( p p
Prueba (A) 102 85,81 1,43 14 105,89 0,000 ;
Pseut;iomonas 1006 1,000 (0,091: 1,010) Se pugdelaflr_mar
aeruginosa Control (B) 85,33 0,83 14 -12687 0000  cquivaiencia
Prueba (A) 1072 58,00 1,20 10 43,749 0,000 ;
Staphylococcus 98.3 0,083 (0,951: 1,017) Se pugdelaflr_mar
aureus Control (B) 59,00 3,08 10  -28,660 0,000 equivaiencia
Prueba (A) 102 60,48 0,56 14 131,97 0,000 ;
Bacillus subtilis 98,9 0089  (0,980:0,998) Se p”‘?delaf".mar
Control (B) 61,15 0,78 14  -11151 0,000 equivalencia
Prueba (A) 1072 83,70 2,31 12 52,435 0,000 :
Candida albicans 100,6 1,006 (0,987 1,026) Se p”‘?del afirmar
Control (B) 83,19 1,36 12 -69,614 0,000 equivalencia
. Prueba (A) 1072 51,85 1,00 15 71,708 0,000 .
Aspergillus . Se puede afirmar
brasiliensis Grupo Control 9.7 0,997 (0,983, 1,012) equivalencia
52,00 0,82 15 -81,666 0,000 q

Interpretacion: La prueba de hipdtesis de dos colas, evalud el porcentaje de recuperacion entre grupos, la relacion de las medias debia

encontrarse entre 0,5 a 2; lo cual llevo a concluir y afirmar equivalencia con un intervalo de confianza del 90%.
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Tabla 22. Prueba de equivalencia de dos muestras: Grupo Control (B) / Grupo Viabilidad (C)

Hipétesis nula: Relacion < 0,5 o Relacion > 2
Hipdtesis alterna: 0,5 < Relacion < 2
Nivel de significancia: 0,05

Porcentaje de

MICROORGANISMO Desviacién recuperacion Intervalo de Grados de Valor  Conclusion de
(UFC) Grupo Media estandar (50 - 200 %) Relacién Confianza de 90% libertad Valor T P la prueba
Control (B) 85,33 0,83 13 145,81 0,000 Se puede
Sz Udalitelit 99,9 0,999 (0,992;1,006) afirmar
aeruginosa Viabilidad (C) 85,41 0,55 13 -186,44 0,000  equivalencia
Control (B) 59,00 3,08 10 27,953 0,000 Se puede
Staphylococcu 99,6 0,996 (0,967;1,030) afirmar
s aureus Viabilidad (C) 59,26 1,32 10 -43,990 0,000  equivalencia
Bacillus Control (B) 61,15 0,78 14 97,306 0,000 Se puede
btili 99,5 0,995 (0,982; 1,007) afirmar
LIS Viabilidad (C) 61,48 1,03 14 -84,217 0,000  equivalencia
Candida Control (B) 83,19 1,36 15 84,174 0,000 Se puede
Ibi 99,3 0,993 (0,981;1,006) afirmar
albicans Viabilidad (C) 83,74 1,15 15 -94,608 0,000  equivalencia
. Se puede
Control (B 52,00 0,82 13 75,833 0,000 !
QSpe.:_g'””.S ® 100,2 1:002  (0,985; 1,019) afirmar
rasiliensis Viabilidad (C) 51,89 1,26 13 -58,710 0,000 equivalencia

Interpretacion: La prueba de hipo6tesis de dos colas, evalué el porcentaje de recuperacién entre grupos, la relacion de las medias debia

encontrarse entre 0,5 a 2; lo cual llevo a concluir y afirmar equivalencia con un intervalo de confianza del 90%.
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PRECISION

Tabla 23. Resultados de Coeficiente de Variacion en los grupos de tratamiento.

Coeficiente de

MICROORGANISMO NUmero de Desviacion variacion
(UFC) Grupo casos Media estandar (<15%)
Prueba (A) 101 9 85,04 0,84 0,99
Pseudomonas Prueba (A) 10 9 85,81 1,43 1,66
Slelibig et Control (B) 9 85,33 0,83 0,98
Viabilidad (C) 9 85,41 0,55 0,64
Prueba (A) 10t 9 0,00 0,00 N/A
Staphylococcus Prueba (A) 102 9 58,00 1,20 2,07
LI Control (B) 9 59,00 3,08 5,22
Viabilidad (C) 9 59,26 1,32 2,23
Prueba (A) 10t 9 0,00 0,00 N/A
Prueba (A) 102 9 60,48 0,56 0,92
Bacillus subtilis
Control (B) 9 61,15 0,78 1,28
Viabilidad (C) 9 61,48 1,03 1,67
Prueba (A) 10 9 82,67 1,62 1,97
Prueba (A) 1072 9 83,70 2,31 2,76
Candida albicans
Control (B) 9 83,19 1,36 1,63
Viabilidad (C) 9 83,74 1,15 1,38
Prueba (A) 10t 9 51,67 0,91 1,77
Aspergillus Prueba (A) 1072 9 51,85 1,00 1,93
brasiliensis Control (B) 9 52,00 0,82 1,57
Viabilidad (C) 9 51,89 1,26 2,43

N/A no aplica los recuentos son contantes =0
Interpretacion: La mayor variacion entre los recuentos se encontrd en el Grupo Control para

Staphylococcus aureus (5,22 %), cumpliendo la especificacion del coeficiente de variacion < 15%.
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ESPECIFICIDAD

Tabla 24. Comparacion entre grupo de Prueba (A) Diluciéon 10-%/ Grupo Control (B)

MICROORGANISMO

rupo -valor onclusion
(UFC) Grup p-val Conclusid
Pseudomonas HEeE e
3eruginosa 0,395 Grupo de Prueba = Grupo Control
g Control (B)
Staphylococcus Prueba () 10°
aurzu)st 0,385 Grupo de Prueba = Grupo Control
Control (B)
Prueba (A) 10
Bacillus subtilis 0,054 Grupo de Prueba = Grupo Control
Control (B)
Prueba (A) 10
Candida albicans Control (B) 0,570 Grupo de Prueba = Grupo Control
Asperaillus Prueba (A) 10
brgsiligensis 0,735 Grupo de Prueba = Grupo Control

Control (B)

Interpretacion: Para comparar los promedios, los dos grupos debian tener una distribucion normal
(para esto se realizo la Prueba de Shapiro Wilk) observandose un p-valor mayor 0,05 seguidamente
se determino6 la Homogeneidad de Varianzas mediante la prueba T, el cual mostro tener un p-valor
mayor a 0,05 lo cual llevo para concluir que los promedios son iguales, de esa manera se demostrd

que el método de dilucion neutralizacion fue el adecuado.



LIMITE DE DETECCION

Tabla 25. Limite de Deteccidén de Pseudomonas aeruginosa
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Producto: Amonio Cuaternario al 0,25%
Lote: 01
Dilucion: 102
Numero de ensayo: 1
Microorganismo: Pseudomonas aeruginosa
Recuento de Indculo Estandarizado:
LIMITE DE DETECCION
A B
Grupo de Prueba Grupo Control
(UFC/mL) (UFC/mL)
Muestra + Diluyente + Neutralizante Diluyente + Neutralizante
+ In6culo + In6culo
Ndmero de UFC/mL NUmero de UFC/mL

N° de Repeticiones Inéculo Dil 1 Dil 2 Dil 3 Inéculo Dil 1 Dil 2 Dil 3

84 42 21 11 84 42 21 11
1°" Repeticidn + + + + + + + +
2% Repeticion + + + + + + + +
3" Repeticion + + + + + + + +
4% Repeticion + + + + + + + +
5% Repeticion + + + + + + + +
Resultado de Limite de
Deteccién ( > 90%) A URe AL BRe

(+) Presencia de crecimiento (-) Ausencia de crecimiento

Interpretacion: Se evalu6 la turbidez en las 5 réplicas simultaneas de cada dilucidn que permitio6 el crecimiento, lo cual establecio el

limite minimo de recuperacién de microrganismos en los Grupos de ensayo no menor del 90 %



Tabla 26. Limite de Deteccion de Staphylococcus aureus
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Producto: Amonio Cuaternario al 0,25%
Lote: 01

Dilucién: 1072

NuUmero de ensayo: 1

Microorganismo: Staphylococcus aureus
Recuento de In6culo Estandarizado:

LIMITE DE DETECCION

A B
Grupo de Prueba Grupo Control
(UFC/mL) (UFC/mL)
Muestra + Diluyente + Neutralizante Diluyente + Neutralizante
+ In6culo + Inéculo
NUmero de UFC/mL NUmero de UFC/mL
N° de Repeticiones In6culo Dil 1 Dil 2 Dil 3 Indculo Dil 1 Dil 2 Dil
67 34 17 8 67 34 17 8
1°" Repeticion + + + + + + + +
2% Repeticion + + + - + + + +
3 Repeticion + + + + + + + +
4% Repeticion + + + + + + + +
5% Repeticion + + + - + + + +
o 17 UFC 8 UFC
(+) Presencia de crecimiento (-) Ausencia de crecimiento

Interpretacion: Se evalu6 la turbidez en las 5 réplicas simultaneas de cada dilucion que permiti6 el crecimiento, lo cual estableci6 el

limite minimo de recuperacion de microrganismos en los Grupos de ensayo no menor del 90 %.



ROBUSTEZ

Tabla 27. Estadistica de muestras emparejadas en grupos de tratamiento

Estadisticas de muestras emparejadas

Numero Desviacién Diferencias Sig.
Microorganismo Grupo UFC Media decasos  estdndar de medias  (bilateral) Conclusién
FECHA 1 85,04 9 0,84 I
Prueba (A) 101 Par 1 0.111 0,081 Promedios significativamente
FECHA 2 85,15 9 0,84 iguales
FECHA 1 85,81 9 1,43 ios sianificati
Prueba (A) 102 Par1 -0.037 0,347 Promedios significativamente
Pseudomonas FECHA 2 85,85 9 1,43 iguales
aeruginosa FECHA 1 85,33 9 0,83 ios significati
Control (B) Par 1 0074 0,169 Promedios _S|gn|f|cat|vamente
FECHA 2 85,41 9 0,91 iguales
FECHA 1 85,41 9 0,55 ios sianificati
Viabilidad (C) Par 1 0074 0,169 Promedios _S|gn|f|cat|vamente
FECHA 2 85,48 9 0,58 iguales
FECHA 1 0,00 9 0,00
Prueba (A) 101  Par1l N/A - N/A
FECHA 2 0,00 9 0,00
FECHA 1 58,00 9 1,20 ios sianificati
Prueba (A) 102 Par1 0.074 0,169 Promedios significativamente
Staphylococcus FECHA 2 58,07 9 1,18 iguales
aureus FECHA 1 59,00 9 3,08 ios sianificati
Control (B) Par 1 0111 0,081 Promedios _S|gn|f|cat|vamente
FECHA 2 59,11 9 3,19 iguales
FECHA 1 59,26 9 1,32 ios sianificati
Viabilidad (C) Par 1 0111 0,081 Promedios '_3|gn|f|cat|vamente
FECHA 2 59,37 9 1,35 iguales
FECHA 1 0.00 9 0,00 ios significati
Prueba (A) 107 Par1l 0111 0,081 Promedios significativamente
FECHA 2 0.11 9 0,17 iguales
FECHA 1 60,48 9 0,56 i0s sianificati
_ . Prueba (A) 102 Par 1 -0.037 0,347 Promedios significativamente
Bacillus subtilis FECHA2 60,52 9 0,58 iguales
FECHA 1 61,15 9 0,78 ios sianificati
Control (B) Par 1 0111 0,081 Promedios _5|gn|f|cat|vamente
FECHA 2 61,26 9 0,83 iguales
Viabilidad (C) Parl FECHA1 61,48 9 1,03 N/A - N/A
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FECHA 2 61,48 9 1,03
FECHA 1 82,67 9 1,62 ios sionificati
Prueba (A) 10-1  Par 1 0.111 0,195 Promedios significativamente
FECHA 2 82,78 9 1,54 iguales
FECHA 1 83,70 9 2,31
Prueba (A) 102  Parl N/A - N/A
Candida FECHA 2 83,70 9 2,31
albicans FECHA1 83,19 9 1,36 i0s sianificati
Control (B) Par 1 0.074 0,169 Promedios _5|gn|f|cat|vamente
FECHA 2 83,26 9 1,30 iguales
FECHA 1 83,74 9 1,15 ios sianificati
Viabilidad (C) Par 1 -0.037 0,347 Promedios _S|gn|f|cat|vamente
FECHA 2 83,78 9 1,11 iguales
FECHA 1 51,67 9 0,91 ios significati
Prueba (A) 107 Par1 0.074 0,169 Promedios significativamente
FECHA 2 51,74 9 0,89 iguales
FECHA 1 51,85 9 1,00 ios significati
Prueba (A) 102 Par1 0111 0,195 Promedios _S|gn||f|cat|vamente
Aspergillus FECHA 2 51,96 9 0,99 iguales
brasiliensis FECHA1 52,00 9 0,82 ios significati
Control (B) Par 1 0111 0,195 Promedios _S|gn|f|cat|vamente
FECHA 2 52,11 9 0,87 iguales
Rl FECHA 1 51,89 9 1,26 Promedios significativamente
Viabilidad (C) Parl FECHA 2 52,00 9 126 -0.111 0,195 iquales

N/A: No aplica. Los recuentos son constantes = 0

Interpretacion: Se observo que el promedio de los recuentos de los microorganismos Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus

aureus, Bacillus subtilis en un tiempo de incubacion de 3 dias (Fecha 1) en comparacion a 5 dias (Fecha 2) y los microorganismos

Candida albicans y Aspergillus brasiliensis en un tiempo de incubacion de 5 dias (Fecha 1) en comparacion a 7 dias (Fecha 2) de

incubacion, no presentaron diferencias significativas en los recuentos, ya que se observé que el p- valor es mayor a 0,05 con un intervalo

de 95% de confianza, el cual llevé a concluir que los promedios son significativamente iguales.
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4.1.2 Prueba de hipotesis
Se demostré el cumplimiento de la estandarizacion de cepas, Promocion de
crecimiento, Aptitud del Método, Validacion del método de neutralizacion y los Pardmetros
de validacion: Exactitud, Precision, Especificidad, Limite de deteccion y Robustez, se
encontraron dentro de las especificaciones establecidas, por el cual se da validez al método,

rechazando la hipdtesis nula y aceptando la hipotesis alterna.

4.1.3 Discusion de resultados
La estandarizacion de cepas microbianas obtuvo resultados reproducibles menores a
100 UFC en todos los microorganismos de prueba, estos resultados son comparados con las
especificaciones de la Farmacopea Americana NF 2023, el cual es usado de referencia para
productos Farmacéuticos, donde indica que para la estandarizacion del inoculo no debe ser

mayor de 100 UFC.

La Promocidn de crecimiento permitio la recuperacién de los microorganismos que
no deben diferir un factor mayor de 2, el cual demuestra que los medios de cultivo se
encontraban aptos para su uso en los ensayos de Aptitud y Validacién microbiolégica del
dispositivo médico evaluado. El cual es comparable con la Farmacopea Americana NF 2023
para la evaluacion de medios de cultivo utilizado en el analisis de productos Farmacéuticos,
el cual especifica que la recuperacion de microorganismos no debe diferir en factor mayor

de 2 con respecto a un inoculo estandarizado.
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La Aptitud del Método de recuento mediante la dilucion y neutralizacién con
Lecitina de Soya 0,5% y Polisorbato 80 4% en la dilucion 10 no neutralizo completamente
al Amonio Cuaternario, el cual no se observd la recuperacion de los microorganismos de
prueba: Staphylococcus aureus y Bacillus subtilis, pero en la dilucion 102 se logra
neutralizar completamente al Amonio Cuaternario, permitiendo la recuperacion de todos los
microorganismos de prueba, en un porcentaje de recuperacion que no difiere en un factor
mayor de 2, en el estudio de Araujo et al (11) utiliz6 como método de neutralizacion, el uso
de Lecitina de Soja 0,5% y 0,4 % de Polisorbato 80, obteniendo una recuperacion de
microrganismos dentro del factor 2. Asu vez Arias et al. (12) utilizando como neutralizante

al polisorbato, presentando recuperacién de microorganismos mayores al 70%.

La validacion del método de neutralizacion presenta igualdad de promedios en todos
los microorganismos y entre los grupos de Prueba (A) de la dilucion 102 en referencia al
grupo control (B), observandose un p- valor mayor al 0,05 por el cual se demostré eficacia
adecuada del neutralizante, a su vez también se demostro la ausencia de toxicidad del
neutralizante al presentar igualdad en los recuentros del grupo Control (B) en referencia al
grupo Viabilidad (C) , en la investigacion de Garcia y paredes (13) presentaron eficacia del
neutralizante al obtener recuperacion similar entre los grupos (A) y (B) y ausencia de

toxicidad al comparar el grupo de (B) y (C).

En cuanto a la determinacion de los Parametros de la VValidacion: La exactitud de los

porcentajes de recuperacion demostro que los resultados de la relacion de los promedios se
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encontraron dentro del intervalo de confianza (0,5 a 2), el cual cumplieron cuando hay
recuperacion de microorganismos; a su vez para la Precision entre los recuentos se observo
que el maximo coeficiente de variacion encontrado fue de 5,22 %. EIl pardmetro del Limite
de deteccion en la dilucion 107 para el microorganismo Pseudomonas aeruginosa recupero
11 UFC vy para Staphylococcus aureus 17 UFC; el pardmetro de Especificidad,
estadisticamente demostro la recuperacion de los microorganismos en una dilucion 1072 en
presencia del producto y neutralizante, finalmente se demostré la robustez del método al no
haber diferencias significativas de los recuentos en las diferentes tiempos de incubacion; en
comparacion con los hallazgos de Morales (16) obtuvieron resultados de Exactitud dentro
del factor de 2 en comparacion al control; en la Precisién demostro que en el grupo de prueba
y grupo control, no presenta variabilidad significativa en los recuentos de acuerdo al valor
de la prueba “t” de Student, para el Pardmetro robustez en referencia a los tiempos de
incubacidn existe similitud en los recuentos para ambos grupos, a su vez Sueros (15) en el
afio 2013 en su investigacion obtuvo resultados de limite de deteccién 5 ufc/mL como la
minima cantidad detectada. Los resultados de Precision de cada analista como entre ellos
obtuvieron una desviacién estandar relativa menor a 0,02. EI parametro de Robustez usando
distintos medios de cultivo y tiempo de incubacidn se obtiene un coeficiente de variacion de

maximo 15%.
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CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
5.1 Conclusiones
En esta investigacion se concluyo:
Primera: En cuanto a los indculos estandarizados cumplen con la especificacion de la

Farmacopea Americana en cuanto al nimero de unidades formadoras de colonias.

Segunda: La Promocion de Crecimiento de medios de cultivos demostro que estuvieron aptos

para los analisis de Aptitud del Método de Recuento y Validacion del ensayo microbioldgico.

Tercera: La Prueba de Aptitud del Método de Recuento demostrd la recuperacion
satisfactoria de los microorganismos en una dilucion especifica, a su vez permitié detectar e

identificar los microorganismos especificos.

Cuarta: La Validacion del Método de Neutralizacion con el uso de neutralizantes, resulto ser

eficaz y no toxico para los Microorganismos de prueba.



76

Quinta: Los Parametros de validacion: Exactitud, Precision, Especificidad, Limite de

deteccidn y Robustez cumplieron de acuerdo con las especificaciones establecidas.

5.2 Recomendaciones
e Se recomienda que el analista que realice la validacion sea la méas calificada para

realizar este ensayo.

e Este método puede adecuarse para otras investigaciones de Validacion Microbiol6gica

a dispositivos Médicos derivados de Amonio Cuaternario.

e De tener distintas concentraciones de Productos de Amonio Cuaternario, trabajar con
el que presenta la concentracién més alta de Amonio Cuaternario, para no modificar

el neutralizante.
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VALIDACION DEL ENSAYO MICROBIOLOGICO DE UNA SOLUCION DE AMONIO CUATERNARIO AL 0,25% PARA LIMPIEZA

DE SUPERFICIES, BASADO EN LA FARMACOPEA AMERICANA VIGENTE. LIMA 2023”

microbioldgico basado en la
Farmacopea Americana?

Microbiolégico basado en la
Farmacopea Americana

Problema Obijetivos Hipotesis Variables Disefio Metodoldgico
Problema general Obijetivo general Hipdtesis General

;Sera posible validar el ensayo | Determinar la validez del ensayo | Ho: No existe validez del ensayo
microbioldgico de una solucion de | microbioldgico de una solucién de | microbioldgico de una solucién de Amonio Método: Hipotético - Deductivo
Amonio Cuaternario al 0,25 % | Amonio Cuaternario al 0,25% para | Cuaternario al 0,25% para limpieza de
para limpieza de superficies, | limpieza de superficies, basado en | superficies, basado en la Farmacopea Enfoque: Cuantitativo
basado en la Farmacopea | la Farmacopea Americana vigente. | Americana Vigente.
Americana vigente. ;Lima 2023? | Lima 2023 Ha: Existe validez del ensayo microbioldgico Tipo: Aplicativo

de una solucién de Amonio Cuaternario al

0,25% para limpieza de superficies, basado en Disefio: Experimental

la Farmacopea Americana Vigente.

Corte: Transversal
Problemas especificos Objetivos especificos Hipotesis Especificas . L
Nivel o alcance: Explicativo
¢Cémo se estandariza las cepas de | Estandarizar las cepas de
referencia basado en la | referencia basado en la No aplica o
Farmacopea Americana? Farmacopea Americana Validacion
¢Como se verifica la prueba de | Realizar la prueba de Promocion
Promocién de crecimiento de los | de Crecimiento de los medios de
medios de cultivo basado en la | cultivo basados en la Farmacopea No aplica
Farmacopea Americana? Americana.
¢Coémo se realiza el procedimiento | Determinar la Aptitud del método
de Aptitud del Método en | en presencia del producto basado No aplica
presencia del producto basado la | la Farmacopea Americana
Farmacopea Americana?
¢Cual serd la Validacion del | Determinar la Validacion del
método de neutralizacion mas | método de Neutralizacion mas
adecuado para neutralizar las | adecuado para neutralizar las .
. A . : L . No aplica

propiedades antimicrobianas | propiedades antimicrobianas
basado en la Farmacopea | basado en la  Farmacopea
Americana? Americana.
¢Cuéles son los Parametros de | Determinar los Pardmetros de
Validacion del ensayo | Validacion del ensayo No aplica




Anexo 2: Instrumento de recoleccion de datos

FECHA DE ESTANDARIZACION: ...,
DILUYENTE: ..ottt
EQUIPO UTILIZADO: .....ouuiieiiiiiee e

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

DE ESTANDARIZACION DE CEPAS DE PRUEBA
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RECUENTO EN PLACA

CEPA DE
PRUEBA

Pseudomonas
aeruginosa
ATCC 9027

Staphylococcus
aureus
ATCC 6538

Escherichia
coli
ATCC 8739

Bacillus
subtilis
ATCC 6633

Candida
albicans
ATCC 10231

Aspergillus
brasiliensis
ATCC 16404

ABSORBANCIA

DILUCIONES

10°®

10°®

10°®

10°

10

10

TEMPERATURA
/" TIEMPO DE
INCUBACION

30°C-35°C
72 horas

20°C-25°C
5 dias

12 PLACA

29apPLACA

3**PLACA

42 PLACA

5% PLACA

PROMEDIO
UFC/mL

Observaciones:
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FORMATO DE REGISTRO DE PRUEBA DE PROMOCION E INHIBICION DE
CRECIMIENTO DE MEDIOS DE CULTIVO

FECHA DE ANALISIS: ...
FECHA DE LECTURA: ...
MEDIO DE CULTIVO: ....

FECHA DE PREPARACION: ........................
MARCA DE MEDIO DE CULTIVO: ...............

I. PROMOCION DE CRECIMIENTO DE MEDIOS DE CULTIVO ()

CEPAS DE PRUEBA
Pseudomonas | Staphylococcus Bacillus Candida Aspergillus
aeruginosa aureus subtilis albicans brasiliensis
ATCC 9027 ATCC 6538 ATCC6633 ATCC 10231 ATCC 16404
RECUENTO DE
INOCULO
ESTANDARIZADO
PROMOCION DE
CRECIMIENTO
RECUENTO UFC/mL
CONTROL NEGATIVO
RESULTADO (%)
50 - 200%
Medios liquidos: (+) Presencia de Crecimiento (-) Ausencia de Crecimiento (/) No aplica

1. PROPIEDADES

INDICADORAS DE PROMOCION DE CRECIMIENTO E
INHIBITORIAS DE LOS MEDIOS ( )

CEPAS DE PRUEBA

Pseudomonas Staphylococcus Escherichia Candida
aeruginosa aureus coli albicans
ATCC 9027 ATCC 6538 ATCC 8739 ATCC 10231
RECUENTO DE
INOCULO
ESTANDARIZADO
PROMOCION DE
CRECIMIENTO
RECUENTO UFC/mL
PRUEBA INHIBITORIA
CONTROL NEGATIVO
RESULTADO (%)
50 - 200 %
Medios liquidos: (+) Presencia de Crecimiento (-) Ausencia de Crecimiento (/) No aplica

Observaciones:
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FORMATO DE REGISTRO DE LA PRUEBA DE LA APTITUD DEL METODO DE
RECUENTO Y MICROORGANISMOS ESPECIFICOS

Producto /N° Lote

Fecha:

Dilucion:

Nimero de ensayo:

APTITUD DEL METODO DE RECUENTO Y MICROORGANISMOS ESPECIFICOS

RECUPERACION DE MICROORGANISMOS EN PRESENCIA DEL PRODUCTO

A B A/B
Grupo de Prueba Grupo Control Control
(UFC/mL) (UFC/mL) Negativo
Muestra + Diluyente + Diluyente +Neutralizante + Caldo
CEPAS - . . oo
Neutralizante + In6culo Inéculo Tripticasa %
ATCC Recuento de UFC/mL Recuento de UFC/mL Factor de Soya Recuperacion
Promedi Promedio Lecitina
Placa | Placa | Placa ode Placa | Placa | Placa de (0,5 %)
1 2 3 UFC/mL 1 2 3 UFC /mL Polisorbato
80 (4%)
Pseudomonas
aeruginosa
ATCC 9027
Staphylococcus
aureus
ATCC 6538
Bacillus
subtilis
ATCC 6633
Candida
albicans
ATCC 10231
Aspergillus
brasiliensis
ATCC 16404
Dilucion 102 DETECCION DE MICROORGANISMOS ESPECIFICOS
A B Control Negativo
Grupo de Prueba Grupo Control
(UFC/mL) (UFC/mL) Caldo Tripticasa de Soya
CEPAS ATCC Muestra + Diluyente Diluyente + Neutralizante Lecitina (0,5 %)
Neutralizante + Indculo + Inéculo Polisorbato 80 (4%)

Pseudomonas aeruginosa
ATCC 9027

Staphylococcus aureus
ATCC 6538

(+) Presencia de crecimiento

Observaciones:

(-) Ausencia de crecimiento
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FORMATO DE VALIDACION DE METODO DE NEUTRALIZACION EN GRUPOS DE

Producto:

Fecha:

Dilucion:

Tiempo de incubacion:

TRATAMIENTO

COMPARACION DE GRUPOS DE TRATAMIENTO

Microorganismo:

A

B

C

Grupo
de Prueba
(UFC/mL)

Grupo
Control
(UFC/mL)

Grupo
Viabilidad
(UFC/mL)

Control

Negativo

NUmero de
Repeticiones

Muestra + Diluyente +
Neutralizante + In6culo

Diluyente + Neutralizante
+ In6culo

Diluyente +
Inéculo

Recuento de

UEC/mL Promedio

1

Placa

de

Placa | Placa UFC/mL

2 3

Recuento de UFC/mL .
Promedio

de

Placa | Placa | Placa UFC/mL

1 2 3

Recuento de
UFC/mL

Placa

1

Placa | Placa
2 3

Promedio
de
UFC/ mL

Caldo
Tripticasa de
Soya
Lecitina (0,5
%)
Polisorbato
80 (4%)

1¢" Ensayo
Ne de lote:

2% Ensayo
N° de lote:

3* Ensayo
N° de lote:

4° Ensayo
N° de lote:

5% Ensayo
N° de lote:

6" Ensayo
N° de lote:

7™ Ensayo
N° de lote:

8'° Ensayo
N° de lote:

9" Ensayo
N° de lote:

PROMEDIO

(-) Ausencia de crecimiento

Observaciones:




FORMATO DE REGISTRO DEL LIMITE DE DETECCION

Producto /N° Lote:

Fecha:

Dilucion:

NUmero de ensayo:

91

LIMITE DE DETECCION

Microorganismo:

Recuento de Inoculo Estandarizado:

A B
Grupo de Prueba Grupo Control
(UFC/mL) (UFC/mL)
Muestra + Peptona +

Diluyente + Neutralizante + Indculo

Diluyente + Neutralizante + Indculo

Numero de UFC/mL

Numero de UFC/mL

In6culo

Dil 1 Dil2 Dil 3

In6culo Dil 1 Dil 2 Dil 3

N° de Repeticiones

1°" Repeticion

2% Repeticion

3@ Repeticion

4% Repeticién

5% Repeticion

Resultado de Limite
de Deteccion
(> 90%)

(+) Presencia de crecimiento

Observaciones:

(-) Ausencia de crecimiento
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Anexo 3: Certificado de Validez del contenido del instrumento
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Anexo 4: Confiablidad del instrumento

No aplica

Anexo 5: Aprobacion del Comité de ética

W\

Universidad
Norbert Wiener

Lima, 10 de enero de 2024
VISTO:

El Acta N° 184 donde la Unidad Revisora de Asuntos Eticos de la
FFYB aprueba la no necesidad de ser evaluado el proyecto por el Comité
de Etica de la Universidad que presenta el/la tesista: REYES
VILLALOBOS, DANIEL RAFAEL, egresado (a) de la Facultad de Farmacia
y Bioquimica.

CONSIDERANDO:
Que es necesario proseguir con la ejecucion del proyecto de tesis,
presentado a la facultad de farmacia y bioquimica.

En uso de sus atribuciones, el decano de la facultad de farmacia y
bioquimica;

RESUELVE:

ARTICULO UNICO: Aprobar el proyecto de tesis titulado:
“VALIDACION DEL ENSAYO MICROBIOLOGICO DE UNA SOLUCION DE
AMONIO CUATERNARIO AL 0.25% PARA LIMPIEZA DE SUPERFICIES,
BASADO EN LA FARMACOPEA AMERICANA VIGENTE. LIMA 2023"

presentado por el/la tesista: REYES VILLALOBOS, DANIEL RAFAEL,
autorizandose su ejecucion.

Registrese, comuniquese y archivese.

Dr. Manuel Jesis Iajorp Espichan
Decano de la Facultad de Farmacia y Bioquimica
Universidad Privada Norbert Wiener
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Anexo 6: Carta de aprobacion de la institucion para la recoleccion de datos

Lima 10 de enero 2024

Laboratorio Roker Perii S.A

Asunto: Respuesta a Solicitud de autorizacién para realizar pruebas de Validacion del
ensayo microbiolégico de una solucién de Amonio Cuaternario,

Yo, Cesar Chuquillanqui Bernaola Director Técnico de Laboratorio Roker Perii, con
namero de colegiatura C.Q.F.P:15890, autorizo que se realicen las pruebas solicitadas
para el desarrollo de tesis de titulo: “VALIDACION DEL ENSAYO
MICROBIOLOGICO DE UNA SOLUCION DE AMONIO CUATERNARIO AL 0,25%
PARA LIMPIEZA DE SUPERFICIES, BASADO EN LA FARMACOPEA
AMERICANA VIGENTE. LIMA 2023, en el cual se utilizar las instalaciones, equipos
y materiales durante los procesos de las distintas etapas de investigacion.

Asi mismo dicha investigacién se ejecutard en el mes de enero del presente afio y
culminaré dependiendo de los resultados obtenidos.

Por lo tanto, me comprometo que cumplan con las Buenas Practicas de Laboratorio e
investigacion y con el cronograma de supervision de la ejecucién segun corresponda.

Atentamente

ROKER PERU S.A.

Calle La Milla N° 220, Urb. La Mi :

San Martin de Porres, Lima - Per

Central: +51(1) 719 0707 / 715 0190

Ventas: +51(1) 713 4466

Cel.: (+51) 997 508 549 / 994 604 274

E-mail: info@roker.com.pe Web: www.roker.com.pe
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Anexo 7: Testimonios fotograficos

Imagenl.Preparacion de medios de cultivo

Imagen 2. Esterilizacion en autoclave

Imagen 3. Dilucion y preparacion de un ensayo

independiente de los Grupos A, By C.

Imagen 4. Estandarizacién de cepas ATCC
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Imagen 5. Recuento de unidad

formadoras de colonias (UFC)

Sers ty Pocn {ﬂ
2
Letomo b,

Imagen 6. Recuperacion de

Microorganismos:

Staphylococcus aureus a partir de
la dilucion 102 en el Grupo de

Prueba (A)

Imagen 7. Recuperacion de
Microorganismos especificos en la dilucion

107 de las cepas:

> Izquierda: Crecimiento de Pseudomonas
aeruginosa en Agar Cetrimide

> Derecha: Crecimiento de Staphylococcus

aureus en Agar Manitol Salado
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Anexo 8: Informe del asesor de Turnitin

Reporte de similitud

NOMBRE DEL TRABAJO AUTOR
TESIS.docx Daniel Reyes Villalobos
RECUENTO DE PALABRAS RECUENTO DE CARACTERES

15809 Words 79958 Characters

RECUENTO DE PAGINAS TAMARO DEL ARCHIVO

75 Pages 2.4MB

FECHA DE ENTREGA FECHA DEL INFORME

Mar 28, 2024 10:32 PM GMT-5 Mar 28, 2024 10:33 PM GMT-5

® 12% de similitud general

El total combinado de todas las coincidencias, incluidas las fuentes superpuestas, para cada
base de datos.

» 11% Base de datos de Internet * 1% Base de datos de publicaciones
» Base de datos de Crossref » Base de datos de contenido publicado de
Crossref

» 6% Base de datos de trabajos entregados

@ Excluir del Reporte de Similitud

» Material bibliografico » Coincidencia baja (menos de 10 palabras)




Anexo 9: Materiales y equipos de Ensayo

MATERIALES Y CRISTALERIA

>

>

>

Micropipetas automaticas de rango de medicion de 5 a 200 ul y de 100 a 1000 ul

Pipetas de 1 mL, 5mL y 10 mL descartable estériles
Placas de Petri descartable estériles
Tips estériles
Asa de siembra descartable estéril
Espatula de Drigaslky
Cubetas de Cuarzo
Probeta graduada de 100 mL
Frasco de vidrio de tapa rosca de 100, 200 y500 mL

Tubos de ensayo con tapa rosca estériles

MEDIOS DE CULTIVO

>

>

Caldo Tripticasa de Soya
Caldo Sabouraud

Buffer Peptona

Agar Tripticasa de soya
Agar Sabouraud Dextrosa
Agar Cetrimide

Agar Manitol Salado
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REACTIVOS

>

>

>

Lecitina de soya
Polisorbato 80 (Tween 80)

Glicerol

EQUIPOS

>

>

>

>

Cabina de Flujo laminar y cabina de Bioseguridad
Vortex

Espectrofotémetro UV Visible

Bafo Maria

Balanza de Precision

Autoclave de esterilizacion

Incubadora de 20°C-25°Cy 30°C-35°C

CEPAS ATCC

>

>

Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027
Staphylococcus aureus ATCC 6538
Escherichia coli ATCC 8739

Bacillus subtilis ATCC 6633

Candida albicans ATCC 10231

Aspergillus brasiliensis ATCC 16404
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Anexo 10: Flujograma del Proceso de Validacion

VALIDACION MICROBIOLOGICA

v

Estandarizacion de Cepas

¢;Cumple
recuento
<100 ufc?

Preparar y realizar nueva
suspension de microorganismos

Promocién de Medios de
Cultivo

\4

Preparar nuevos
medios de cultivo | ¢Cumple

factor 2?

Aptitud del Método o

Idoneidad
NO Sl
¢Cumple
A factor 2?
Desarrollar otro método de
Neutralizacion
Y
Sl Validacion de recuento
Cumple . .
microbiano
I
NO L L
Parametros de Validacion del
Producto no puede Validacion método de
neutralizarse, por la neutralizacién
actividad microbicida -
que presenta. — Exactitud
Eficacia del |
Precision Neutralizante
— Toxicidad del
Especificidad Neutralizante

Limite de deteccion

Robustez

Fuente: Elaboracion Propia



® 12% de similitud general

Principales fuentes encontradas en las siguientes bases de datos:

* 11% Base de datos de Internet

» Base de datos de Crossref

» 6% Base de datos de trabajos entregados

FUENTES PRINCIPALES

Las fuentes con el mayor nimero de coincidencias dentro de la entrega. Las fuentes superpuestas no se
mostraran.

qgdoc.tips

Internet

repositorio.uwiener.edu.pe

Internet

argentina.gob.ar

Internet

aam.org.ar

Internet

hdl.handle.net

Internet

cybertesis.unmsm.edu.pe

Internet

repositorio.unamba.edu.pe

Internet

coursehero.com

Internet

Reporte de similitud

* 1% Base de datos de publicaciones

» Base de datos de contenido publicado de

Crossref

2%

2%

<1%

<1%

<1%

<1%

<1%

<1%

Descripcion general de fuentes


https://qdoc.tips/usp-39-volume-i-pdf-free.html
http://repositorio.uwiener.edu.pe/bitstream/handle/123456789/3931/T061_45807710_46818914_T.pdf?isAllowed=y&sequence=1
https://www.argentina.gob.ar/sites/default/files/primer_suplemento_de_la_fa.pdf
http://www.aam.org.ar/descarga-archivos/manual-microbiologia-aplicada.pdf
http://hdl.handle.net/20.500.12918/6406
http://cybertesis.unmsm.edu.pe/handle/cybertesis/3430
https://repositorio.unamba.edu.pe/bitstream/handle/UNAMBA/745/T_0455.pdf?isAllowed=y&sequence=1
https://www.coursehero.com/file/48359634/Bioagrios-1avance-caso2docx/
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	d32cfffda847187aa72363869a02902bf945846ebd4aa36248403f9556b68d90.pdf
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