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Justificacion

El procedimiento de Limpieza y sanitizacion en la industria farmacéutica es uno de los
puntos auditables para garantizar el cumplimiento de las normas nacionales e
internacionales dirigidas a este tipo de industrias; por ello el Laboratorio Farmacéutico
Alvartis Pharma S.A. de C.V. requiere implementar un ensayo que permita demostrar la
eficacia de los sanitizantes en la concentracion adecuada de uso empleados para la

sanitizacion de areas de produccion y microbiologia cuyo costo sea sencillo.
Objetivo General

Implementar un ensayo rapido, accesible y econdmico para demostrar la eficacia de
Hipoclorito de sodio al 1%, Cloruro de benzalconio al 0.2%, Desfan-100 al 0.2% y Alcohol
Isopropilico al 70 % empleados como soluciones sanitizantes de areas de fabricacion y

microbiologia.
Objetivos Especificos

» Evaluar la efectividad de las soluciones sanitizantes a la concentracion de uso frente
microorganismos gram positivos y gram negativos.

» Conocer la capacidad de las soluciones sanitizantes frente microorganismos
formadores de biofilm.

» Evaluar la eficiencia de las soluciones sanitizantes frente hongos filamentosos y
levaduras.

» Evaluar la estabilidad y efectividad sanitizante de las soluciones durante su periodo

de vida util.
Hipétesis
Las soluciones sanitizantes: Hipoclorito de sodio al 1%, Cloruro de benzalconio al 0.2%,
Desfan-100 al 0.2% y Alcohol Isopropilico al 70% reducen en un 99.999% la cuenta de

UFC/mL de los microorganismos de prueba demostrando su efectividad sanitizante sin

ser afectada por el tiempo.



Introduccion

La industria farmacéutica es un sector vital en el ciclo de la asistencia a la salud por lo

gue se busca garantizar la obtencion de medicamentos de calidad.

Mediante las normas conocidas como las “Practicas Adecuadas de Fabricacion” (PAF) o
“Buenas Practicas de Manufactura” BPM (o GMP por sus siglas en inglés) en la industria
farmacéutica se logra cumplir con dichos objetivos. Estas normativas son universales y
decisivas en la calidad de los medicamentos. En México se emplea la Norma Oficial

Mexicana NOM-059-SSA1-2013, Buenas Practicas de fabricacion de medicamentos.

La presencia de entidades fisicas, quimicas o biolégicas indeseables en los productos
farmacéuticos es un factor importante en el incumplimiento de la calidad ya que pueden
generar contaminacion, deterioro o alteracion en los productos. Por ello es de suma
importancia implementar procedimientos de limpieza y sanitizacion en areas, material y
equipo de la industria farmacéutica empleados para la fabricacién de medicamentos; asi
como la descripcion detallada de su preparacion, se debe establecer un rol de los agentes

sanitizantes cuya eficacia haya sido demostrada y aprobada por la unidad de calidad.

Los procesos de sanitizacion en general, se ven afectados por aspectos como: Tipo de
microorganismos presentes en el ambiente, temperatura, pH del producto sanitizante,
edad de la célula y tiempo de exposicion; con base a la interaccion de estos factores se
toma la decision de la clase de agente a utilizar. Una gran variedad de agentes
sanitizantes se usan para eliminar los microorganismos, es importante realizar una
evaluacion teorico -préctico con el fin de obtener el adecuado sanitizante que se va a

emplear.[1-4]



CAPITULO |
Antecedentes:

1.1 Contaminacion en la industria farmacéutica

La contaminacion es definida como, la presencia de particulas no viables y particulas
viables de naturaleza fisica, quimica o biolégica indeseables. [1]

La presencia de contaminantes microbianos en los productos farmacéuticos dependera
de su composicion, estado fisico y estandares de control. Por ejemplo, las formas
farmacéuticas liquidas y semisdlidas son mas propensas al ataque microbiano, sobre
todo por su contenido de agua y por la presencia de excipientes que son a menudo
buenos medios de cultivo.[2]

La contaminacion de los productos farmaceéuticos se da por microorganismos patégenos
que representan un peligro potencial para la salud de los pacientes o generan
alteraciones en la estabilidad fisica y quimica de los medicamentos por la ruptura
enzimatica de agentes espesantes y tensoactivos comprometiendo con ello su eficacia.
[2-3]

Los cambios mas comunes provocados por contaminacion microbiologica son:

Turbidez de las soluciones

Malos olores

Cambios de color

Inestabilidad de las formas farmacéuticas
Pérdida de actividad farmacoldgica

Posibilidad de infeccidn directa por patégenos

YV V.V V V V V

Elevada toxicidad por deshechos metabdlicos de los microorganismos

Sin embargo, los invasores iniciales pueden alcanzar concentraciones elevadas sin
producir efectos visibles y su presencia puede pasar inadvertida desencadenando efectos

sumamente peligrosos. [2-5]



Se necesitan éareas limpias, para el proceso de fabricacion de cualquier forma
farmacéutica pero las demandas son mas estrictas para los productos estériles, donde
se requiere libre de microorganismos viables, pirdgenos y particulas, ademas para
productos orales se persigue la ausencia de patdogenos y un bajo numero de

microorganismos viables. [2-4]
1.1.1 Fuentes e incidencia de la contaminacion

Los productos farmacéuticos pueden ser contaminados en diferentes puntos de la linea
de fabricacion, a través de sus ingredientes, farmacos, excipientes, el agua usada
durante el proceso, los componentes del empaque, el entorno de fabricacion, los equipos
de procesamiento y el personal que esté a cargo de la fabricacion de productos
farmacéuticos. En la figura 1.1 se ilustra los factores que intervienen en la linea de

fabricacion. [5-8]
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Figura 1.1 Factores que intervienen en la fabricacion higiénica

En el ambiente general, los microorganismos no se encuentran flotando liboremente en el
aire sino que son aerotransportados de un sitio a otro unidos a las particulas de polvo,
escamas de piel, gotas de saliva, entre otros. La microflora contaminante son
principalmente las esporas aerotransportadas tanto de bacterias como de hongos,

levaduras naturales, habitantes anaerobios del suelo y la tierra como los clostridios. [8]



El personal representa la principal fuente de contaminacion y se puede evitar en gran
medida al apegarse a los procedimientos adecuados de operacién e indicaciones de los
superiores, por lo que debe ser personal capacitado y calificado para determinados
procesos criticos a los que estan destinados. Entre los microorganismos que pueden
diseminarse de esta manera se encuentran los Staphylococcus, presentes sobre todo en
piel y ventanas nasales de personas sanas, Streptococcus que existen en la garganta y

algunas Enterobacterias, como Salmonella y coliformes, que habitan en los intestinos.[9]

Se debe tener especial atencion en la manipulacion y obtencion de las materias primas
y el agua de partida, ya que es imposible conseguir un producto de calidad si se parte de
materia prima no conforme. Los microrganismos habitualmente presentes en el agua son

de tipo Pseudomonas, Achromobacter y Alcaligenes. [10-12)

Es importante considerar todos los procedimientos de limpieza, sanitizacion, operacion,
transporte y almacenamiento adecuados para evitar que el producto se contamine a
causa de materiales y equipo con los que ésta en contacto. En la tabla 1.1se detallan
las fuentes de contaminacion microbiana. [10-12]

Tabla 1.1 Fuentes de contaminacidon microbiana.

Agua Grupos de gramnegativos poco exigentes:

Pseudomonas, Xanthamonas, Flavobacterium, Achromobacter

Aire Esporas de mohos: Penicillium, Aspergillus, Mucor

Esporas bacterianas: Bacillus spp.

Levaduras
Materias Primas Clostridium spp.
Pigmentos Salmonella
Almidones Coliformes
Productos de origen animal Achnomyces
Gomas
Personal Staphylococcus

Streptococcus

Corynebacteria

Coliformes




1.1.2 Prevencién y control de la contaminacion micr ~ obiana

En la Norma Mexicana NOM-059-SSA1-2013, Buenas practicas para fabricacién de
medicamentos, se establecen una serie de lineamientos con el objetivo de garantizar la
calidad, efectividad y seguridad de los medicamentos para consumo humano. Dentro de
estos lineamientos se establecen los requisitos minimos que se deben cumplir para
prevenir la contaminacion microbiana.

Las areas de produccion se clasifican acorde al proceso que se realiza y estan
fisicamente separadas entre si, lo que implica diferentes parametros de control

microbioldgico. En la tabla 1.1.1 se muestra la clasificacion de areas de fabricacion clase

Iso y los parametros a considerar[1]

Tabla 1.1.1 Parametros de control microbioldgico en areas clase ISO.

Particulas .
. Vestimenta
e . viables
Clasificacion Ejemplos de procesos
(UFC)
Operaciones asépticas <1/m?d Overol, escafandra, gogles
ISO-Clase 5 P P ' < 1l/placa a cubrezapatos y guantes, estériles
< 1/huella b
Esclusas y vestidores para areas |< 10/m?
ISO-Clase 6 ISO-Clase 5. < 5/placa a Igual que en ISO-Clase 5
< 5/huella b
Operaciones para productos con
esterilizacion terminal. < 100/m? Uniforme de planta limpio;
ISO-Clase 7 Almacenamiento de accesorios < 50/0l cabello, vello facial y corporal
para formas farmacéuticas soviplacaa e pierto, cubrebocas y guantes
estériles.
Preparacion y envasado primario
de formas farmacéuticas no < 200/m? Uniforme de planta limpio;
ISO-Clase 8 estériles. Z 100/pl cabello, vello facial y corporal
Muestreo, pesado y surtido de  |— placaa cubierto, cubrebocas y guantes
insumos no estériles.
ISO-Clase 9 Acondicionamiento secundario. |N/A Unlf_orme de planta limpio; cabello
cubierto.
Nota:

a) Placa de sedimentacién de 90 mm de diametro, con exposicién no menor a 30 minutos y no mayor a 4

horas o al tiempo validado; durante todo el tiempo que dure la operacion.

b) Muestreo microbiolégico de 5 dedos de los guantes.




Todas las areas deben cumplir con un tamafio, disefio, construccion y ubicacion, para
efectuar un proceso ldgico, secuencial y permitir su limpieza, sanitizacién, esterilizacion
0 descontaminacion cuando se requiera. [2]

Se tiene que acondicionar las areas segun sus necesidades, con acabados sanitarios,
ventilacion, filtros, sistema de extraccion y coleccién de polvos. [1-2]

El equipo de fabricacion debe ser disefiado y localizado para cumplir con el uso propuesto
y evitar riesgo de contaminacion, debe permitir su desmontaje/montaje, limpieza,
mantenimiento y esterilizacion sin poner en riesgo la calidad de los productos. [1-2]
Debe existir un protocolo de limpieza, sanitizacion y esterilizacion cuando aplique para
areas, equipos y materiales. En él se debe establecer el procedimiento, insumos a utilizar,
agentes sanitizantes empleados, concentracion de uso, modo de preparacion, rol,

periodicidad y vigencia. Todos ellos deben ser previamente validados. [1-2]

1.2 Sanitizacién

Accion de eliminar o reducir los niveles de particulas viables por medio de agentes fisicos
0 quimicos, posterior a la actividad de limpieza.nom59

Se emplean sobre objetos inanimados, suelos, mesas, superficies de bancos, paredes,
entre otros. Su importancia radica en el control de infecciones en hospitales, instalaciones
meédicas, industrias farmacéutica, cosmética y de alimentos. [12-14]

Los sanitizantes quimicos pueden conseguir la supresion del desarrollo de los
microorganismos presentes y la destruccién parcial o completa de un grupo indeseable
en especifico. Esto depende del efecto que cause frente a cepas microbianas. De esta
manera podemos emplear una clasificacion de los sanitizantes en: 1) agentes estaticos,
2) agentes biocidas y 3) agentes liticos.[14-13]

Los agentes estéaticos impiden el desarrollo y diseminacion de las bacterias; suelen ser
inhibidores de la sintesis de proteinas y actuan uniendose a los ribosomas, es una unién
debil, si disminuye la concentracién del agente se libera de los ribosomas y se reanuda
el crecimiento. En la figura 1.2 se muestra el efecto de un agente estatico frente al

crecimiento microbiano.[15-18]



Agente estatico

i

Logaritmo del nimero de células
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| (MErD total de células

Figura 1.2 Efecto estatico frente al crecimiento microbiano

Los agentes bioicidas se unen fuertemente a sus celulas diana, provocan la muerte de la
celula y no se eliminan por dilucion. Las celulas muertas no se destruyen y el numéro de
celulas se mantiene estable. En la figura 1.2.1 se ilustra el efecto de los agentes biocidas

frente al crecimiento microbiano. [20]

Agente biocida

\

Logaritmo del numero de células

Tiempo

==|limero de células viables

—[|lmero total de células

Figura 1.2.1 Efecto biocida sobre el crecimiento microbiano
Los agentes liticos provocan la muerte celular por lisis y liberacion de contenido
citoplasmatico. La lisis causa una reduccion del numero total de células. En la figura 1.2.2

se ilustra el efecto de un agente litico sobre el crecimiento microbiano. [20]



Agente litico
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Figura 1.2.2 Efecto litico sobre el crecimiento microbiano.

1.2.1 Seleccidén de sanitizantes

Muchas sustancias quimicas son capaces de inhibir o eliminar microorganismos; sin
embargo, no existe un producto que sea capaz de convertirse en el agente quimico ideal
para el control microbiolégico, porque debe| cumplir una serie de propiedades que son

practicamente imposibles de reunir en uno solo. 0.4

En el proceso de seleccidon de desinfectantes para uso en el entorno de fabricacion de
productos farmacéuticos, debe ser minucioso, se tienen que evaluar los factores

intrinsecos y extrinsecos. [1,21-22]

Los factores intrinsecos se refirieren a las caracteristicas propias del producto como son:
[23-25]

» Descripcion del producto. Permite evaluar las caracteristicas fisicas como el color,
olor, aspecto, solubilidad, homogeneidad, presentacion y cantidad de producto por
unidad de envase y sus indicaciones de uso.

» Ingrediente activo. Caracteristica que permite conocer el nombre genérico del
producto, principio activo y su contenido en el producto.

» Actividad antimicrobiana. Es la capacidad que tiene el producto para eliminar
microorganismos. Deben considerarse los niveles de desinfeccion esperados: alto,

intermedio o bajo.



Tiempo de accién. Tiempo de exposicion requerido para que el producto cumpla con
el objetivo.

Almacenamiento y Estabilidad. El proveedor debe proporcionar las indicaciones y
condiciones de almacenamiento y establecer el tiempo de vigencia durante el cual el
producto permanece activo.

Forma y campo de aplicacién. Recomendaciones acerca del modo de empleo en
referencia al campo en el que se requiera emplear.

Aspectos economicos. Relacion costo-beneficio. El costo debe evaluarse en relacion
con la dilucion, el rendimiento y la seguridad.

Eliminacion y deshecho: Las formas de la inactivacion del producto sanitizante para
su eliminacion, garantizando la inocuidad del producto frente al medio ambiente.
Datos de seguridad. Relacionados con los factores de riesgo que se generan durante

el manejo del producto.

Los factores extrinsecos afectan directa o indirectamente la efectividad del producto

sanitizante y tiene que ver con:

>

Numero y tipos de microorganismos a controlar. Se evalia y comprueba la accién
del producto sanitizante frente a microorganismos que se desee atacar.

Naturaleza del material o superficie a descontaminar. Se relaciona con los efectos
adversos que pueda tener el producto sobre los materiales, equipos, superficies o
tejidos en los que se aplica o que entran en contacto con el mismo.

Condiciones ambientales. Se requiere conocimiento de la influencia que ejercen sobre

él la temperatura, pH y la materia organica presente.

Por los aspectos anteriores resumimos que el sanitizante mas proximo al ideal debe

cumplir con lo siguiente:

YV V. V VYV V

Tener un amplio espectro de accién

Tener un alto grado de efectividad a bajas concentraciones
Ser de facil acceso y uso

Ser soluble en agua

Ser econémico

10



Ser estable: tiempo prolongado de vida util.

No debe reaccionar con materia organica ni inactivarse en presencia de ella.
Escasa o nula toxicidad para el ser humano.

Accion rapida.

Capacidad de penetracion.

Compatible con todos los materiales.

Ser agradable con el medio ambiente

YV V.V V V V V V

Estar avalado por las autoridades competentes

1.2.2 Alcohol isopropilico

Conocido como isopropanol, 2-propanol de férmula quimica (CHs)2 CHOH cuya
estructura se ilustra en la figura 1.2.3. Es liquido, incoloro volatil, inflamable y con un olor

caracteristico, miscible en agua, etanol, éter y cloroformo.

Figura 1.2.3 Estructura quimica 2-propanol

Su actividad es bactericida y bacteriostatica, posee un poder disolvente frente a los
lipidos lo que facilita la penetracion intracelular, genera cambios en la permeabilidad de
la membrana, inactivacion de las enzimas y desnaturalizacion de proteinas esenciales,

mediante tres etapas: [24]

11



» Absorcion por los lipoides de la pared
» Degradacion de la membrana citoplasmatica

» Coagulacion de proteinas y enzimas

Es efectivo contra bacteria gram positivas, gram negativas, micobacterias, presenta baja

actividad frente hongos y levaduras y no es esporicida.

Su actividad aumenta a mayor presencia de agua, por lo que el maximo de eficacia lo
poseen las soluciones de 60-80%, y disminuye en presencia de suciedad o agentes

oxidantes.

Disuelve las grasas, es buen agente limpiador en zonas aceitosas, penetra y se difunde
en diversos materiales, por ello se emplea en los programas de higiene para la remocién
de residuos, sanitizacion de paredes, pisos, mesas, equipos, utensilios y mesas, guantes

e incluso en superficies mas criticas por su habilidad de rapida evaporacion.
1.2.3 Hipoclorito de sodio

El hipoclorito de sodio (cuya disolucién en agua es conocida como lejia) es un sanitizante

quimico, fuertemente oxidante de formula NaClO, la cual se ilustra en la figura 1.2.4

Es buen desinfectante a una concentracion de 1%, siempre que se haya realizado la
limpieza previa debido a que es neutralizado por la presencia de materia organica. En
concentraciones elevadas resulta ser corrosivo para instrumental metélico, por lo cual su
uso es restringido a la sanitizacion de paredes, pisos y desinfeccién de agua. Su accion
sanitizante se incrementa a temperaturas altas, pero implica la formacion de

trihalometano, un compuesto altamente cancerigeno. [24-27]

Las soluciones de Hipoclorito de sodio son claras de ligero color verde a amarillo y un

olor caracteristico. Son empleadas como desinfectantes, blanqueadoras y desodorantes.
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Figura 1.2.4 Estructura quimica de Hipoclorito de sodio

Tiene amplio espectro de accién, posee actividad contra bacterias gram positivas, gram

negativas, micobacterias, es esporicida, fungicida y virucida.

El hipoclorito sddico, al disolverse en agua, origina los siguientes compuestos clorados,

predominando uno u otro en funcion del pH de la solucion.
» lon hipoclorito (OCL); predomina a pH alcalino

> Acido hipocloroso (HOCI); predomina a pH alcalino

» Cloro gaseoso (Cl2); predomina a pH alcalino

El acido hipocloroso es la forma biocida mas eficaz que el ion hipoclorito, es un oxidante
fuerte noO selectivo altamente destructivo, que actla principalmente en la membrana
celular de los microorganismos generando cambios en la permeabilidad, afecta el
transporte de sustancias, fragmenta las proteinas y reacciona con los nucleétidos,
inhibiendo enzimas esenciales por oxidacién de grupos S-H. [28]

1.2.4 Desfan-100

Compuesto organico complejo obtenido de semillas de naranja y toronja, su nombre
quimico es Polisacarido acido de férmula empirica CesHsO4CH2N(CH3)2RCL. El

ingrediente activo esta integrado por: acido ascoérbico, acido palmitico, acido citrico,

13



fracciones de glucosa y fructuosa, estabilizado con la adicién de agua y glicerina. En la

figura 1.2.5 se ilustran los componentes activos de Desfan-100. [28-30]

HO H

HO  OH  Acido ascérbico

HO. /O
0 ~ 0 F4 . V]
[ I Acido citrico
HO b OH

HoOH

Cl
@
OH
OH OH
OH

Glucosa
HOCH, ’:0: CH,OH
H OH
H OH
OH H
Fructuosa

Figura 1.2.5 Compuestos activos de Desfan-100

Es ligeramente viscosa, de color ambar obscuro, sabor astringente, generan espumas
debido a los acidos grasos del activo y las sales disueltas en agua forman miscelas, tiene

efecto sanitizante, desodorizante, antioxidante y no es corrosivo.

Presenta efecto bacteriostatico u oleodinamico, actta por contacto directo al penetrar la
pared celular del microorganismo y hacerla estallar por presién, genera cambios en la
permeabilidad de la membrana, inactiva enzimas esenciales, impidiendo de este modo

la multiplicaciéon y la aparicion de cepas resistentes.

Tiene alta penetracion, actla frente bacterias gram positivas, gram negativas, esporas,

micobacterias, hongos, levaduras y algas.
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Se emplea para la sanitizacion de areas en general, pisos, paredes, techos, equipos de
proceso, mesas utensilios y agua. Puede permanecer con un porcentaje der eficiencia
de 80-100% hasta por 3 dias gracias a su efecto residual, su accion no se ve afectada
por acido o alcalis, es estable a rangos amplio de acidez pH 2-12, es estable a la luz y

resiste altas temperaturas.
1.2.5 Cloruro de benzalconio

Sal organica perteneciente al grupo de compuestos de amonio cuaternario, conocido
como mezcla de cloruro de alquil benzildimetilamonio. Su estructura quimica se ilustra

en la imagen [30]

Imagen 1.2.6 Estructura quimica de Cloruro de benzalconio

Es un sanitizante de tipo bactericida no oxidante, que puede controlar la propagacion de
bacterias, también tiene efectos desengrasante, desodorizante e inhibidor de la
corrosion. Las soluciones de cloruro de benzalconio son liquidas, transparente incoloro a

amarillo palido.

Se consideran sanitizantes de bajo nivel, su actividad es mas rapida y elevada frente a
bacterias gram positivas que frente a gram negativas, tienen baja actividad frente a hongo
y levaduras y pueden actuar como esporoestaticos sin ser esporicidas. Se han reportado
resistencias en Staphylococcus aureus resistentes a metacilina, Pseudomonas

aeruginosa y algunas enterobacterias que pueden llegar a contaminar las soluciones.
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Su actividad se debe a su naturaleza anfipatica, posee la capacidad de penetracion
gracias a las cadenas carbonadas (hodréfobas) mientras que a través del nitrégeno
cationico (hidrofilo) interactia con los fosfolipidos causando una alteracion de la
membrana celular, con ello salida de material citoplasmatico, desnaturalizaciéon de
proteinas, inactivacion de enzimas y procesos metabolicos, generando finalmente la lisis

celular.

Tienen actividad corrosiva hacia metales por lo que su uso se limita para la sanitizacion
de pisos, paredes, muebles y algunos equipos y utensilios resistentes. Su accion es
mayor en condiciones alcalinas en un rango de pH de 7-10 y disminuye en presencia de
agua dura y materia organica, por lo que es preferible preparar las soluciones con agua

grado AFly limpiar las superficies antes de aplicarlas

En la tabla 1.2 se hace un comparativo de la actividad sanitizante frente a los grupos

microbianos de interés. [15]

Tabla 1.2 Actividad de sanitizantes

Sanitizantes Microorganismos
Gram- Gram- Micobacterias Esporas Mohos Levaduras
positivas negativas
Alcohol +++ +++ ++ 0 + +
isopropilico
Hipoclorito de +++ +++ ++ ++ ++ ++
sodio
Desfan-100 +++ +++ + + + +
Cloruro de +++ ++ 0 0 + +
benzalconio

+++ Muy buena actividad
++Buena actividad
+Actividad media

0 Actividad nula
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1.3 Microorganismos

En condiciones normales , es posible obtener diversas cepas de una sola especie a
partir de colecciones de cultivos como la National Collection of Industrial and Marine
Bacteria o la National Collection of Type Cultures empleadas para la produccion, la
investigacion y desarrollo de vacunas, asi como de referencia destinadas a evaluar la
calidad de los medios de cultivo y los sanitizantes, el aseguramiento de la calidad de los
resultados de ensayos y la validacion de ensayos microbiol6gicos de control de
calidad.[30-34]

Sin embargo es de gran utilidad emplear cepas aisladas del ambiente a estudiar ya que
muestran variaciones frente a las cepas puras obtenidas de las colecciones, en las que
intervienen factores ambientales en los que se encuentran.

Para el presente trabajo se empled 6 microorganismos para el desafio de sanitizantes,
cinco de ellos corresponden a cepas estandar ATCC y el ultimo a un microorganismo
aislado a partir del monitoreo ambiental en areas de fabricacion y previamente
identificado. La eleccion de los microorganismos fue en consideracion a lo establecido
en la USP 2008, con el propésito de abarcar la mayoria de los grupos bacterianos.

Las cepas microbianas se enlistan a continuacion:

Escherichia coli ATCC 11229

Staphylococcus aureus ATCC 6538

Pseudomonas aeruginosa ATCCC 9027

Candida albicans ATCC 10231

Aspergillus brasiliensis ATCC 16404

Acinetobacter Iwoffii (Aislamiento ambiental)

YV V. V V V V

1.3.1 Staphylococcus aureus

Células esféricas con reaccion positiva al gram que se pierde en cultivos viejos, se
disponen en racimos, no son formadores de esporas, carecen de flagelos y movilidad.
Sobre medios soélidos las colonias son redondas, lisas, prominentes, brillantes, de color
blanco que con el tiempo producen pigmento amarillo intenso. En la figura 1.3 podemos
apreciar, a) morfologia colonial de S. aureus en medio método estandar, b) morfologia

microscopica. [15-20]
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Fig. 1.3 Morfologia colonial y microscépica S. aureus

Tienen crecimiento rapido a condiciones aerobias y anaerobias entre 18-40°C y altas
concentraciones de sal. Son metabdlicamente activos fermentadores de carbohidratos,

catalasa y coagulasa positivas.(Murray-guia medica-brocks)

Estan difundidos en la naturaleza, superficies, aire, suelo y agua. En el hombre se
encuentra generalmente en las fosas nasales y en ocasiones en la piel o en la ropa, y de
estos sitios puede transmitirse a otras regiones del cuerpo o membranas mucosas. (5.5-

murray-ruan-5.6)

La infeccidn puede resultar del contacto directo con heridas o mucosas, a través de
materiales o productos contaminados, inhalacién y por ingestion de la bacteria o sus

toxinas.(5.6-brooks-guia-murray-5.5-)

Posee un alto grado de patogenicidad, es responsable de una amplia gama de
enfermedades. Produce procesos infecciosos en piel, heridas, tejidos blandos, y
abscesos localizados en otros sitios. Causa infecciones sistémicas en sistema nervioso
central, respiratorio o genitourinario. Es una causa frecuente de bacteriemia, lo que puede
desencadenar infecciones profundas como osteomielitis, endocarditis, artritis séptica,

meningitis, conjuntivitis, entre otras.(guia)

Provoca intoxicacién por consumo de productos contaminados con sus enterotoxinas
preformadas y produce el sindrome del shock toxico al liberar superantigenos en el

torrente sanguineo. En la tabla 1.3 se enlistan la patologia de S, aureus.([15-18]
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Tabla 1.3 Patologia de S. aureus

Patologia

> Impétigo » Sinusitis » Perotonitis » Miositis

» Forunculo > Otitis > Intoxicacion » Endocarditis
> Foliculitis » Faringitis » Meningoencefalitis » Pericarditis
> Celulitis » Neumonitis » Cistitis » Conjuntivitis
> Abscesos » Enterocolitis » Abscesos en » Septicemia
> Artritis » Osteomelitis higado y pulmon » Choque

> Nefritis > Prostatitis endotdxico

S. aureus produce una gran variedad de proteinas que contribuyen a su capacidad para

colonizar y causar enfermedades en el ser humano. Son un gran nimero de factores de

virulencia, que se dividen en tres categorias en base a su funcién: 1) adherencia a la

célula huésped o matriz extracelular, como las proteinas de union a fibrindgeno,

fibronectina, colageno y coagulasa; 2) evasion de las defensas del huésped, como las

enterotoxinas estafilocécicas, proteina A, lipasas, y polisacaridos capsulares; 3) invasion

de la célula huésped y penetracion de los tejidos, como la toxina a, hemolisinas 3, y y 0.

En la tabla 1.3.1 se muestra una clasificacion de los factores de virulencia de S. aureus

teniendo en cuenta si forman parte estructural de la bacteria o si son enzimas o toxinas.

[15-18]

Tabla 1.3.1 Factores de virulencia de S. aureus

Estructurales Enzimas Toxinas
» Peptidoglucano » Catalasa » Hemolisinaa, B,v, 0
> Proteina A » Hialuronidasa » Enterotoxinas estafilocécicas
» Factores de adhesion > Lipasas » Toxina 1 del sindrome del shock
> Acidos teicoicos » Coagulasa toxico (TSST-1)
» Polisacéaridos capsulares | » Nucleasas » Toxinas exfoliativas (ETA y ETB)
> Proteasas
> Estafilocinasa
» Colagenasa
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1.3.2 Escherichia coli

Células en forma de bacilos aislados gramnegativos no esporulados, méviles, poseen,
pilis, fimbrias, muchos de ellos forman microcapsula. Son aerobios facultativos, oxidasa
negativa, indol, descarboxilasa de lisina y lactosa positivos con produccion de gas. [15-
18]

Tienen crecimiento rapido en agar McConkey donde forman colonias medianas,
regulares de color rojo a rosado con halo turbio, en agar E.M.B. (eosina y azul de
metileno) presentan un centro grande de color oscuro e incluso negro, y tienen brillo verde
metalico cuando se observan con luz refleja. En la figura 1.3.1 se ilustra la morfologia
colonial y microscoépica de E. coli. [20]
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Figura 1.3.1 E. coli. a) Morfologia colonial en agar Mc Conkey, b) Morfologia

microscopica.

Forman parte de la flora normal del tubo digestivo en hombres y animales, por ello es
indicador de contaminacion fecal cuando esta presente en el ambiente, agua y
alimentos. Se encuentra en calidad de saprobio sin causar dafio, por el contrario
muchas cepas producen substancias benéficas para el hospedero como las colicinas,

gue tienen efecto inhibitorio sobre otras cepas potencialmente patdégenas|[15-18]



Las infecciones causadas por cepas patégenas de E. coli desarrollan principalmente
cuatro sindromes clinicos: 1) infecciones gastointestinales, 2) Infecciones

genitourinarias, 3) sepsis y 4) meningitis. [16-24]

Los grupos causantes de gastroenteritis son: E. coli enterotoxigenica (ECET), E. coli
enteroptogena (ECEP), E. coli enteroagregativa (ECEA), E. coli enterohemorragica
(ECEH) y E. coli enteroinvasiva (ECEI), cuyos poseen diferentes propiedades de
virulencia. En la tabla 1.3.2 se resume los factores de virulencia asociados a

gastroenteritis. [24-27]

Las infecciones gastrointestinales se adquieren fundamentalmente por el consumo de
agua, alimentos y productos contaminados. Se caracterizan por ciclos diarreicos,

secrecion y afeccion al intestino. [24-27]

Tabla 1.3.2 Factores de virulencia en E. coli asociados a gastroenteritis.

Bacteria Adhesinas Exotoxinas Patogenia
ECET Antigenos del factor | (LT-1) termolabil Hipersecrecién de
de colonizacién liquidos y electrolitos
(CFA/LILIIY (STa) termoestable
ECEP Pili Malabsorcion y diarrea
ECEA Fimbrias adherentes | (EAST) termoestable Infiltracién mononuclear
agregantes enteroagregante
(AAF/LILIT (Pet) codificada por plasmidos
ECEH Bfp; intimina Toxinas de Shiga Malabsorcion
(Stx-1, Stx-2)
ECEI Antigeno del Hemolisina (HIyA) Destruccion de células
plasmido invasivo del colon
(Ipa)

El sindrome infeccioso genitourinario es causado por E. coli uropatica, se originan en el
colon, ascienden por vejiga y pueden migrar a riidbn o prostata. Su mecanismo se
relaciona con factores de virulencia, como hemolisina alfa, en conjunto con la adherencia
a las células epiteliales mediada por pilis. El mal tratamiento y avance de las infecciones

gastrointestinales o genitourinarias pueden desencadenar en cuadro séptico. [34]
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E. coli es responsable de meningitis neonatal cuya colonizacion se da desde la vagina a
causa de la ruptura de las membranas amnioticas o durante el parto. Mas del 75% de los

casos se debe a cepas que poseen el polisacarido capsular K1.ryan-murra

1.3.3 Pseudomonas aeruginosa

Bacilos gamnegativos, delgados, rectos o ligeramente curvos, dispuestos en parejas,

poseen movilidad, flagelo y fimbrias.

En medios solidos desarrolla colonias planas de aspecto mucoide, con bordes que se
extienden, adoptan un resplandor metélico y emiten olor a frutas. Produce piocianina y
fluoresceina que combinadas generan un color verde brillante. En la figura 1.3.2 se ilustra

la morfologia colonial y microscépica de P. aeruginosa
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Figura 1.3.2 P.aeruginosa. a) Morfologia colonial. B) Morfologia microscopica

Su crecimiento y necesidades energéticas son variables, emplea los carbohidratos
mediante respiracién aerobia donde el oxigeno es el aceptor final de electrones, y en
condiciones anaerobias utiliza moléculas simples (amoniaco, CO2) como Unicas fuentes
de Ny C. Puede crecer en un amplio rango de temperatura de 20-40°C primordialmente
en condiciones humedas. Se encuentran en el suelo, agua, compuestos organicos en
descomposicion y vegetacion. Se observa escaso numero en la flora normal de intestino

y sobre la piel del hombre.
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Es patdgeno en condiciones desprovistas de defensas normales, a través de heridas,

traumas, por inhalacién o contacto directo con medicamentos e instrumentos quirdrgicos

contaminados. Las bacterias se unen a las mucosas y piel, las colonizan, invaden

localmente y producen enfermedades sistémicas.

Las enfermedades incluyen infecciones respiratorias, urinarias, en piel, tejidos blandos,

oculares, auditivos, gastrointestinales, bacteriemia y septicemia. En la tabla 1.3.3 se

enlistan algunas afecciones causadas por P. aeruginosa

Tabla 1.3.3 Patologia P. aeruginosa

Patologia

» Cistitis » Otitis » Absceso cerebral
» Dermatitis » Osteomielitis » Neumonia lobal

» Pielonefritis » Meningoencefalitis » Septicemia

> Gastroenterocolitis > Ulcera corneal » Foliculitis

» Endocarditis » Bronconeumonia  » Traqueobronquitis

Entre los mecanismos de infeccion, virulencia y resistencia se encuentran componentes

estructurales, toxinas y enzimas: su flagelo, pilis que le permiten la adherencia a

superficies, la secrecion del polisacarido extracelular alginato, la formacion de biofilm, la

secrecion de exoenzimas, los mecanismos de resistencia antimicrobiana y otros factores

de virulencia tales como proteasas y elastasas.16,17 Por su gran adaptacion fisiolégica,

su potencial metabdlico y mecanismos de virulencia, es considerado como uno de los

mas importantes patégenos oportunistas.

1.3.4 Acinetobacter lwoffii

Cocobacilos gramnegativos, se disponen en pares, agregados, inméviles. En medios

solidos forman colonias convexas, pequefas, con una tenue coloracion rosa. En la figura

1.3.3 se ilustra la morfologia colonial y microscopica de A. lwoffii.
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Figura 1.3.3 A. lwoffii. a) Morfologia colonial, b) Morfologia microscoépica

Son aerobios estrictos, oxidasa, citocromo y produccion de acido negativos, son

incapaces de fermentar carbohidratos y de reducir nitratos a nitritos.

Crecen como saprofitos ubicuos en la naturaleza, suelo, agua y el entorno hospitalario,
principalmente en superficies hUmedas, equipos de terapia respiratoria, jabones, cremas
y lociones. Forman parte de la micro flora natural de la piel, bucofaringe y en ocasiones

como comensales en vagina.

Son patdgenos oportunistas que pueden producir infecciones en la piel, heridas, tejidos
blandos, aparato respiratorio, urinario y esporadicamente causan septicemia. En la tabla
1.3.4 se enlistan algunas de las afecciones causadas por A. Iwoffii.

Tabla 1.3.4 Patologia A. lwoffii

Patologia

» Meningitis » Osteomielitis » Septicemia
» Osteomelitis > Ulcera corneal » Neumonia
» Peritonitis » Infeccién de piely » Endocarditis
» Conjuntivitis heridas

Tienen un bajo grado de virulencia, la infeccion se da en pacientes inmunodeprimidos,

mediante catéter o terapia respiratoria.
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1.3.5 Candida albicans

Las células de Candida crecen como levaduras tipicas de 4-6 um, redondas u ovaladas
en gemacion. Forman pseudohifas cuando las gemas continlan su crecimiento, pero sin
desprenderse, para generar cadenas de células alargadas pinzadas en los tabiques entre
las células. Es polimérfica al producir levaduras, pseudohifas e hifas verdaderas.

En medios solidos desarrolla colonias blandas, palidas, color blanco o marrén. Las
pseudohifas se manifiestan como crecimiento bajo la superficie del agar. Su temperatura
optima es a 37°C, pero crecen bien a temperatura ambiente 25°C en agar método

estandar y en medios especializados como agar dextrosa sabouraud.

La pared celular estad formada por una mezcla de polisacaridos manano, glicano y quitina
solos o en complejo con proteinas. Una capa fibrilar externa que se extiende a la

superficie.

Forma parte de la flora microbiana normal en piel, mucosas, bucofaringe, aparato genital
femenino. Es patdgeno oportunista en individuos con alteraciones en las barreras

inmunes de piel y mucosas que le permiten atravesar, colonizar y reproducirse.

Las infecciones por Candida albicans se dan en heridas y piel mediante contacto directo,
translocacion gastrointestinal, catéteres intravasculares, diseminacion hematégena. Su
potencial patdgeno se debe a la capacidad de adhesion, polimorfismo, hidrofobicidad de
su superficie celular, proteasas y fosfolipasas que pueden digerir a las células epiteliales

y facilitar la invasion.

Este microorganismo coloniza la mucosa digestiva y pasan al torrente circulatorio
mediante un proceso de translocacién gastrointestinal, invaden tejidos profundos de

diferentes 6rganos diana afectando rifiones bazo, higado, rifién y corazén.

1.3.6 Aspergillus brasiliensis

Mohos de crecimiento rapido, producen hifas aéreas tabicadas, ramificadas y una
estructura conidial caracteristica: conidiéforos alargados con vesiculas terminales sobre

las cuales las fialides producen cadenas de conidios. En medios solidos como el agar
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dextrosa sabouraud desarrollan colonias esponjadas en uno a dos dias y para el quinto
dia pueden cubrir toda la placa en crecimiento radial con pigmento negro.

Se encuentran en la naturaleza, como pueden subsistir en el suelo, plantas en masetas,
materia organica en descomposicion y pueden adaptarse a un amplio espectro de

condiciones ambientales.

La principal via de infeccion es la inhalacion de conidios transportados por el aire que se
asientan en los pulmones, la nasofaringe o los senos. Las formas miceliales pueden
invadir tejido, vasculatura de los pulmones, produciendo trombosis y necrosis quistica
local y puede llegar a ser invasiva. Genera alergias clinicas que se caracterizan por

infiltrados pulmonares transitorios.
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II. Parte experimental

Para la determinacion de la efectividad sanitizante, se empled el método descrito en la
Norma Mexicana NMX-BB-040-SCFI, 1991. Este se basa en determinar el porcentaje de
reduccion de un nimero conocido de microorganismos, cuando se ponen en contacto
con un sanitizante, bajo condiciones de prueba especificas.

La parte experimental se realizd en seis etapas: 1) Preparacion de soluciones
sanitizantes, 2) Estandarizacion de suspensiones microbianas, 3) Cuenta viable inicial,
4) Desafio de las soluciones sanitizantes, 5) Cuenta de las UFC/mL sobrevivientes y 6)
Determinacion del porcentaje de reduccion en la cuenta inicial. En la figura 2 se muestra

un diagrama general de trabajo.

I
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ETAPA1: Preparacion de soluciones sanitizantes Hipoclerito de sodio

Desfan-100
Cloruro de benzalconio
& coli
h 4 S durens
P derugines:
ETAPA 2: Estandarizacion de suspensiones microbianas i)—ﬁ ";‘E:’[’:" J."’
Calbicans
A b sifiensis
x
ETAPA 3: Cuenta viable inicial l)—l Técnica dilucion-vertido en placa
)
RE Solucién sanitizante
. . - Vs
ETAPA 4: Desafio de sanitizantes l)—)l Suspensién microbiana
= (30 seg de contacto)
RE
ETAPA 5: Cuenta de UFC/mL sobrevivientes l)_)l Técnica dilucidn-vertido en placa.
)
L 2
ETAPA &: Determinacion del porcentaje de reduccion l)_)l % e =100 - (s*100) / cv

Figura 2. Diagrama general de trabajo.
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2.1 Preparacion de soluciones sanitizantes

La preparacion de las soluciones sanitizantes se llevo a cabo segun lo establecido en el
PNO-PR-032, Preparacion y rol quincenal de sanitizantes para las areas de produccion,

vigente en Alvartis Pharma S.A. de C.V.

A patrtir de la formula de dilucion Ec.1 se realizé un despeje para conocer el volumen de
la solucién sanitizante a la concentracion comercial necesaria a diluir para obtener un
volumen final de 15L para cada solucion a la concentracion de uso deseada Ec.2. En la

tabla 2.1 se detalla los datos empleados para la preparacion de soluciones sanitizantes.

Formula de dilucion

Ec.1 CiVi=C2 V2

Despeje Ec. 2 c2v2
Vl = C1

Donde:

C1: Concentracion comercial

V1: Volumen de sanitizante comercial necesario
C2: Concentracion de uso deseada

V2: Volumen final deseado

Tabla 2.1 Preparacion de soluciones sanitizantes

Solucion Concentracion Volumen de Volumen Concentracion
" o " )
sanitizante comercial (%) sanitizante Final (mL) final (%)
utilizado (mL)

Hipoclorito de
sodio 13 1154 15000 1
Cloruro de
benzalconio 80 37.5 15000 0.2
Desfan-100

95 31.5 15000 0.2
Alcohol
Isopropilico 99.5 10553 15000 70
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2.2 Estandarizacion de suspensiones microbianas

Se emplearon las siguientes cepas de trabajo para el desafio de sanitizantes en base a
lo establecido en la USP 2008.

» Escherichia coli ATCC 11229

Staphylococcus aureus ATCC 6538

Pseudomonas aeruginosa ATCCC 9027

Candida albicans ATCC 10231

Aspergillus brasiliensis ATCC 16404

Acinetobacter Iwoffii (Aislamiento ambiental)

YV V. V VYV V

Se efectuaron dos resiembras en medio inclinado, de Agar Soya Tripticaseina para
bacterias; Agar Dextrosa Saboraud para hongos y levaduras, se incubo durante 24h a
37°C y 25°C respectivamente. A partir de estos cultivos, se prepard una serie de 10
suspensiones con Solucién amortiguadora de fosfato 0.25M a diferente turbidez para
cada microorganismo.

De cada serie de suspensiones se determind el nimero de UFC/mL mediante la técnica
descrita en la norma oficial mexicana NOM-092-SSA1-1994.

Finalmente se preciso el porcentaje de transmitancia a 580nm, en las suspensiones que
se obtuvo una cuenta de 75 a 125 X 108 UFC / mL para cada cepa, segln lo establecido
en la norma mexicana NMX-BB-040-SCFI-1999. Estos datos fueron considerados para

la preparacion del inoculo de prueba.
2.3 Cuenta viable inicial

Se prepard una suspension microbiana para cada una de las cepas a partir de cultivos
de 24 horas y se estandariz6 al porcentaje de transmitancia de referencia obtenido en el

punto anterior.

A partir de estas suspensiones se cuantifico el nimero de UFC/mL viables para cada
cepa mediante la técnica establecida en la NOM-092-SSA1-1994, la cual se ilustra en la

imagen 2.3 y se describe mas adelante.
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1. Diluciones decimales 3. Incubacién
Realizar diluciones decimales empleando
tubos con 9ml de SA 0.25M

1ml ml 1ml iml Aml Aml Aml ml

Incubar las placas de forma invertida
por 48h a 35°C para bacterias, 25°C

para hongos y levaduras.
Suspension microbiana 10" 1x102 1x103 1x10* 1105 [Ix10% 1x107 1x10°8
2. Inoculacion

4. Cuenta

D Depositar 1ml de cada dilucion a cajas petri esériles por duplicado
Contar aquellas placas que contengan
Adicionar 15ml de Agar —@ @ @ 25-250 colonias y promediar el
resultado.

método estandar estéril a 45°

( @ 7 Homogenizar el agar con la muestra

Imagen 2.3 Cuenta de bacterias en placa

Se realiz6 diluciones decimales de cada suspensién hasta obtener una de 1x108, se usé
tubos con 9mL de Solucion amortiguadora de fosfatos 0,25M.

De la dilucién 1x10%, 1x107 y 1x10® correspondiente a cada suspensiéon microbiana, se
inocul6 por duplicado a placas Petri estériles 90x15mm. En seguida se agregd 15 mL de
agar Método estandar a cada placa y se homogenizo perfectamente. Una vez
solidificadas todas las placas se invirtieron con la tapa hacia abajo y se incubaron

durante 48h a 37°C bacterias, 25°C hongos y levaduras.

Posterior al tiempo de incubacién se seleccioné las placas con 25 a 250 colonias y se
calculo el numero total de UFC/mL empleando la Ec. 3 considerando el duplicado de

cada ensayo.

Ec. 3 Xe Va
FD

Donde:

N: nimero de UFC/mL

Xc: Promedio cuenta de colonias
Va: Volumen del inoculo en mL
FD: Factor de dilucion
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2.4 Desafio de sanitizantes

El desafio se dividio en 4 etapas donde se realizd 3 ensayos para cada solucion

sanitizante en intervalo de 7 dias con el fin de cubrir el periodo de vida estipulado en el

rol de sanitizantes segun el PNO-PR-032. En la tabla 2.4 se describe las etapas en las

gue se dividi6 el desafio de sanitizantes.

Tabla 2.4 Etapas para desafio de sanitizantes

Etapa

Sanitizante

Microorganismos de prueba

Alcohol isopropilico al 70%

Hipoclorito de sodio al 1%

Desfan-100 al 0.2%

Cloruro de benzalconio al 0.2%

E. coli

S. aureus

P. aeruginosa
A. lwoffii

C. albicans

A. brasiliensis

Se desafio 99mL de cada solucion sanitizante, durante 30 segundos mediante agitacion

residual con 1mL de suspension microbiana a una concentracion conocida de UFC/mL

determinada previamente.

Posterior a los 30 segundos de contacto se tomé 1mL de la mezcla y se transfirié a un

tubo con 9mL de solucidn neutralizante para inhibir la accion del sanitizante.

En la Figura 2.4 se ilustra el Método general para desafio de sanitizantes.

Suspensidon microbiana

Imagen 2.4 Meétodo general desafio de sanitizantes

30 segundos

Parrilla de agitacion

[ Solucién sanitizante
99mL

SND 9mL
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2.5 Determinacion de UFC/mL sobrevivientes y porcen  taje de reduccion.
Una vez neutralizada la accidon sanitizante, se determindé el nimero de UFC/mL
sobrevivientes de los microorganismos en la mezcla partiendo de alicuotas de 0.1 mL y

1mL por la técnica descrita en la norma mexicana NOM-092-SSA1-1994, ilustrada en la

30 segundos 2. Incubacién
[ Solucién sanitizante
%\99""‘ SND 9mL
Suspension microbiana Incubar las placas de forma invertida
por 48h a 35°C para bacterias, 25°C
para hongos y levaduras.
Parrilla de agitacion
1. Inoculacion 3. Cuenta
Dp Inocular alicuotas de 1mL y 0.1mL por duplicado Contar aquellas placas que contengan
25-250 colonias y promediar el
resultado.
Adicionar 15ml de Agar —@ @
método estandar estéril a 45°
z\ @ 7 Homogenizar el agar con la muestra

Fig. 2.5 Método general para cuenta de UFC/mL sobrevivientes

Una solucion sanitizante para considerarse efectiva debe tener un 99,999 % de reduccion
en la cuenta viable de en 30 segundos de contacto a la concentracion de uso

recomendada, cuando la cuenta inicial es de 75-125 X 108 UFC / mL.

Se calculo el porcentaje de reduccion aplicando la Ecuacion 4 mediante el nUumero de
UFC/mL en la cuenta inicial y la cuenta de sobrevivientes obtenidos de los ensayos
realizados a las soluciones sanitizantes frente a cada microorganismo de prueba. En el

anexo se muestran los calculos realizados para calcular %e.

El porcentaje de reduccion se calcula mediante la siguiente formula:

Ec. 4 %e = 100- (s x 100) /cv

Donde:
%e: porcentaje de reduccién
cv: cuenta viable inicial, UFC/mL (control)

s: cuenta problema, UFC/mL (sanitizante)
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lIl Resultados y discusion

3.1 Estandarizacion de suspensiones microbianas

La estandarizacion del rango de transmitancia equivalente a 75-125 x 108 UFC/mL se
realizé en 10 suspensiones microbianas para cada cepa. Los resultados obtenidos se
dividieron en 2 categorias: 1) Estandarizacion de suspensiones bacterianas,
representados en la figura 3.1 y 2) Estandarizacién de suspensiones para mohos y
levaduras, mostrados en la tabla 3.2

Tabla 3.1 Estandarizacion de suspensiones bacterianas

Microorganismo | %T UFC/mL %T UFC/mL
minima maxima

E. coli 2.3 123x108 4.9 82x108

S.aureus 2.1 128x108 3.7 97x108

P.aeruginosa 2.1 146x108 3.5 101x108

A. lwoffii 2.0 99x108 4.6 87x108

En la tabla 3.1 podemos observar que para las suspensiones bacterianas existe una
relacion inversamente proporcional del nimero de UFC/mL con el porcentaje de
transmitancia obtenido, debido a que una suspension celular aparece turbia a la vista por
que las células dispersan la luz que atraviesa, entre mas células haya sera mayor la
turbidez, por tanto menor transmitancia.[32] Para éstas suspensiones se preciso un rango
de 2 a 5 % de Transmitancia, ya que por debajo del 2% el numero de UFC/mL
sobrepasaron el limite establecido en la norma mexicana NMX-BB-040,1999, dificultando
de esta manera la cuenta de colonias y por el contrario las suspensiones que tenian un
porcentaje de transmitancia mayor al 5% el nimero de UFC/mL contenidas no era

representativa.

Estos valores obtenidos fueron considerados para preparar las suspensiones bacterianas

previas a cada ensayo.
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Tabla 3.1 Estandarizacion de suspensiones para mohos y levaduras

Microorganismo 1 2 3 4 5
C.albicans 109x108 | 117x108 | 120x108 | 125x108 | 129x108

A.brasiliensis 113x107 | 118x107 | 123x117 | 137x107 | 144x107

Para el caso de las suspensiones de Candida albicans ATCC 10231 no se logroé precisar
un rango de porcentaje de transmitancia en el que se obtuviera el nUmero de UFC/mL
establecido en la norma mexicana NMX-BB-040-SCFI-1999, puesto que suspensiones
muy concentradas pierden la equivalencia entre el nUmero de células presentes y la luz
transmitida. [32]

No se logré concentrar las suspensiones de Aspergillus brasiliensis ATCC 16404 a un
nimero de 75-125 x 108UFC/mL, por ello se tom6 a consideraciéon la norma UNE-EN

1725, para establecer un indculo de prueba con una concentracion menor. [27]

3.2 Porcentaje de reduccion

Los resultados obtenidos al valorar la actividad sanitizante de cuatro soluciones a la
concentracion de uso adecuada empleadas en Alvartis Pharma S.A. de C.V frente a 6
cepas diferentes se presenta en términos de % de reduccidn, en base a lo establecido en
la NMX-BB-040-SCFI, 1999. Estos resultados son representados en las graficas que a

continuacion se mencionan:

Figura 3.1 Evaluacion del porcentaje de reduccion de S. aureus
Figura 3.2 Evaluacion del porcentaje de reduccion de E. coli

Figura 3.3 Evaluacioén del porcentaje de reduccién de P.aeruginosa
Figura 3.4 Evaluacion del porcentaje de reduccion de A. Iwoffii
Figura 3.5 Evaluacién del porcentaje de reducciéon de C.albicans

Figura 3.6 Evaluacion del porcentaje de reduccion de A. brasiliensi



En las siguientes graficas observamos que la actividad sanitizante de los diferentes
productos ensayados difiere en funcidbn de dos parametros principales: 1) Tipo de
microorganismo al que se enfrenta y 2) El tiempo de vida util de las soluciones

preparadas.

Figura 3.1 Evaluacion del porcentaje de reduccion de S. aureus

Porcentaje de reduccion para S. aureus ATCC 6538

MEnsayo 1 (Dial) [OEnsayo2(Dia7) [OEnsayo 3 (Dia15)

100 100 100 100 100 100 100 10099.999  99.999 99.999
99.999
ALCOHOL HIPOCLORITO DE DESFAN-100 AL 0.2% CLORURO DE
ISOPROPILICO AL SODIO AL 1% BENZALCONIO AL
70% 0.2%

En general las cuatro soluciones sanitizantes en estudio cumplen con el porcentaje
minimo de reduccién en la cuenta de S aureus. Observamos que el hipoclorito de sodio
y alcohol isopropilico presentan mejor efectividad y no se ven afectadas con el transcurso
del tiempo lo que nos indica que es seguro emplear éstas soluciones sanitizantes durante
todo su periodo de vida util estipulado en el PNO-PR-032, por el contrario el Desfan
disminuye su actividad en los dias finales de vida Gtil probablemente a una conservacion
inadecuada de las soluciones, a pesar de ello sigue siendo efectivo. Por ultimo
observamos que la afectividad del cloruro de benzalconio es menor en comparacion a los
anteriores pero ésta se mantiene durante todo el periodo de vida dutil, por lo que
suponemos que su actividad frente a S. aureus es menor ya que ciertas cepas de éste

microorganismo presenta resistencias al grupo de compuestos de amonio cuaternario.
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Figura _3.2 Evaluacion del porcentaje de reduccion de E. coli

Porcentaje de reduccion para E. coli ATCC 11229

EEnsayo 1(Dial) OEnsayo2(Dia7) OEnsayo 3 (Dia 15)

100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
ALCOHOL HIPOCLORITO DE DESFAN-100 AL CLORURO DE
ISOPROPILICO AL SODIO AL 1% 0.2% BENZALCONIO AL
70% 0.2%

E. coli es una bacteria gramnegativa que presenta susceptibilidad frente a una gran
variedad de sanitizantes siempre que éstos se apliguen en las concentraciones y
condiciones adecuadas, los resultados presentados en la gréafica 3.2 son reflejo de ello,
todas las soluciones de ensayo cumplieron con el porcentaje minimo de reduccion y se
mantuvo durante su periodo de vida util a excepcion del alcohol isopropilico que
disminuyo su actividad en los dias finales probablemente a causa de la evaporacién del

mismo por un almacenamiento inadecuado.

Figura 3.3 Evaluacion del porcentaje de reduccion de P.aeruginosa

Porcentaje de reduccion para P. aeruginosa
ATCC 9027

MEnsayo 1 (Dial) [OEnsayo2(Dia7) [MEnsayo 3 (Dia 15)

100 100 99.999 100 100 100 100 100 100 100 10009.999
ALCOHOL HIPOCLORITO DE DESFAN-100 AL 0.2% CLORURO DE
ISOPROPILICO AL SODIO AL 1% BENZALCONIO AL
70% 0.2%

Todas las soluciones cumplen con el porcentaje minimo de reduccion para P. aeruginosa.
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Hipoclorito de sodio y Desfan-100 obtuvieron el mejor desempefio al reducir por completo
la cuenta de S. aureus y mantener su efectividad durante todo el tiempo de vida util. En
el caso del alcohol isopropilico observamos nuevamente que reduce su actividad en los
ultimos dias de vida util lo que nos sugiere realizar ensayos mas a detalle para reajustar
el periodo de vida asignado con el fin que su actividad no se vea afectada por el paso del
tiempo. Finalmente observamos que las soluciones de cloruro de benzalconio pierden
actividad con el paso del tiempo para la reduccion de P. aeruginosa, lo cual puede ser a
consecuencia de una contaminacion del sanitizante por esta cepa ya que se reporta

resistencia para éstos casos.1.6

Figura 3.4 Evaluacion del porcentaje de reduccion de A. lwoffii

Porcentaje de reduccion para A. lwoffii

EEnsayo 1 (Dial) OEnsayo2(Dia?7) OEnsayo 3 (Dia 15)

100 100 100 100 100 100 99.999 99.999
99.999 99.999  99.999  99.999

ALCOHOL HIPOCLORITO DE DESFAN-100 AL 0.2% CLORURO DE
ISOPROPILICO AL SODIO AL 1% BENZALCONIO AL
70% 0.2%

A. lwoffii es una bacteria gramnegativa que se obtuvo del aislamiento de areas de
fabricacion en Alvartis Pharma S.A. de C.V., por lo que el medio ambiente en el que se
encuentra le confiere propiedades de resistencia frente a los sanitizantes empleados,
dicha situacion se ve reflejado en las soluciones de Desfan y Cloruro de benzalconio que

tienen menor actividad frente a ésta cepa.

En vista que se estaban presentando disminuciones de la actividad del alcohol
isopropilico en los ultimos dias de vida util, para esta etapa se hizo mayor hincapié en la
conservacion y almacenamiento de las soluciones preparadas para evitar su
evaporacion, de esta manera observamos que se logré mantener la efectividad durante

todo el periodo de vida.

37



Finalmente tenemos que el mejor desempeiio lo obtuvieron las soluciones de hipoclorito
y alcohol al conseguir una reduccion total en la cuenta de A. Iwoffii y no se vieron

afectadas con el paso del tiempo.

Figura 3.5 Evaluacion del porcentaje de reduccién de C.albicans
Porcentaje de reduccion para C. albicans ATCC 10231

EEnsayo 1 (Dial) DOEnsayo2(Dia7) @Ensayo 3 (Dia 15)

100 100 100 100 99.999 99.999 100 100
I I999 99.999  99.999 99.999
ALCOHOL HIPOCLORITO DE DESFAN-100 AL 0.2% CLORURO DE
ISOPROPILICO AL 70% SODIO AL 1% BENZALCONIO AL

0.2%

La actividad de los sanitizantes frente a C. albicans fue muy variable, podemos observar
gue el mejor desempefio lo presenta el alcohol isopropilico al conseguir una reduccion
total y mantener su actividad durante todo el periodo de vida util. En general observamos
gue la efectividad de los sanitizantes reduce conforme al tiempo frente a esta cepa, por
lo que es recomendable de soluciones recién preparadas para el control de estos

microorganismos para garantizar una efectividad completa en su erradicacion.

Figura 3.6 Evaluacion del porcentaje de reduccién de A.brasiliensis
Porcentaje de reduccion para A. brasiliensis ATCC 16404

EEnsayo 1 (Dial) OEnsayo2(Dia7) @Ensayo 3 (Dia 15)

99.999 100 99.999 99.999 99.999
99.999°°7799.999 .999 99.999  99.999 99.999  99.999
ALCOHOL HIPOCLORITO DE DESFAN-100 AL 0.2% CLORURO DE

ISOPROPILICO AL 70% SODIO AL 1% BENZALCONIO AL 0.2%



Podemos observar que A. brasiliensis en comparacion con los otros microorganismos

presenta mayor resistencia a la actividad sanitizantes a pesar que se empleé una

concentracion menor a la de las suspensiones bacterianas, esta resistencia es dotada

por sus esporas altamente resistentes. Aun asi todas las soluciones lograron el

porcentaje minimo de reduccién en la cuenta de este microorganismo y su actividad no

se vio afectada con el tiempo a excepciéon de hipoclorito de sodio.

IV Conclusiones

>

Todos las soluciones sanitizantes cumplen como minimo con el 99.999% de reduccion

de las microorganismos.

En relacién al tiempo de vida til, cuanto mas cerca esta su caducidad la efectividad

se ve afectada de modo que disminuye.

Presentan mayor efectividad contra microorganismos bacterianos y menor para

hongos y levaduras.

El periodo de vida util del alcohol isopropilico resulta ser inadecuado ya que se pierde

efectividad con el paso del tiempo.

Los microorganismos formadores de biofilm muestran mayor resistencia frente a los

sanitizantes quimicos.
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