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Inactivacion de desinfectantes utilizando
placas de contacto ICR con medio de cultivo
TSA con diferentes neutralizantes

Resumen

Este estudio resume los resultados de las pruebas para tres desinfectantes fabricados
por Laboratorios Anios!. La eficiencia de neutralizacion se probd con placas listas para
el uso del portafolio ICR por el método de siembra directa en placa. Se usaron placas
TSA de contacto con lecitina y Tween® 80 (LT)? y la placa Neutralizante A.

Introduccion

Para el monitoreo ambiental de superficies o personal en salas limpias3, RABS y aisladores, se usaron
medios de cultivo no selectivos con buenas propiedades de promocién de crecimiento para una gama
amplia de microorganismos.

Las razones para adicionar neutralizantes a los medios de cultivo se explican claramente en la USP
<1116>*y la Guia Aséptica de la FDA (2004)5 que establece: “Cuando sea apropiado, se deben usar
agentes inactivadores para prevenir la inhibicién del crecimiento por desinfectantes usados en las salas
limpias o residuos de productos (por ejemplo, antibiéticos) ", asi como en la ISO 14698-1 donde se
describe lo siguiente: “Se incluirdn aditivos apropiados para superar o minimizar los efectos de actividad
antimicrobiana residual en el punto de muestreo, cuando se sospeche de éstos".

La actividad antimicrobiana puede estar representada por:

e Residuos de desinfectantes o sanitizantes en superficies.

e Residuos de VHP después de los procedimientos de descontaminacién.
e Antibidticos en el entorno de produccién.

Para superar las actividades antimicrobianas y evitar resultados falsos negativos, los medios de cultivo se
desarrollaron con los neutralizantes o enzimas adecuadas para facilitar el crecimiento de microorganismos.

La capacidad de los medios de cultivo para permitir que estos microorganismos se desarrollen depende de la
actividad de los residuos de desinfectante en la superficie. Los residuos del desinfectante pueden reactivarse
durante el proceso de muestreo de la superficie por la humidificacién que genera la placa de contacto.

La carga de residuos, que estd presente en una superficie seca después de la desinfeccidon o sanitizacion,
varia con el tipo de agente activo. Los ingredientes como alcohol o peréxido de hidrégeno se reducen
significativamente debido a la evaporacién o por la tendencia quimica a formar residuos no téxicos,
mientras que sustancias activas como componentes de amonio cuaternario, aldehidos o biguanidas
dejan residuos estables en la superficie después de la desecacion y pueden ser reactivados.
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Neutralizantes recomendados para varios ingredientes activos (Tabla 1).

Tabla 1: Neutralizante adecuado para diferentes desinfectantes.

Desinfectante Suitable Neutralizer

Alcohol (ejemplo IPA, etanol) (Volatil) Tween® 80 o dilucion

Aldehidos Sodio hidrogeno sulfuro, tiosulfato de sodio, glicina, histidina
Hipoclorito de sodio Tiosulfato de sodio

Biguanidas (ejemplo clorhexidina) (polihexametilen biguanidas no incluidas) Lecitina

Componentes de Amonio Cuaternario (QAC) Tween® 80

Fendlicos Tween® 80, lecitina

Acido Peracetico Tampon (ejemplo tampoén fosfato)

Peréxido de Hidrégeno (VHP) (degradaciéon de productos no téxicos) Piruvato, catalasa

Antibidticos, ejemplo antibidticos beta-lactamicos Enzimas, ejemplo beta-lactamasas

Para obtener mas informacién, ver también USP: <61> y <1227>; EP: 2.6.12 e ISO 18593.

En este estudio evaluamos la eficiencia de dos placas de contacto en el peor escenario posible, utilizando el
"Método de siembra directa". Por lo tanto, los desinfectantes se extienden directamente sobre la superficie del
agar de las placas de contacto (25 pL para placas de 55 mm).

Después de un tiempo de exposicion estandarizado (15-20 min.) las placas tratadas y las placas control (sin
desinfectante) son inoculadas con cepas de prueba. Las placas de prueba y las placas control son del mismo lote.

Con respecto a las pruebas realizadas previamente con compuestos de amonio cuaternario y polihexametileno
biguanidas, se puede concluir que 25 pL de desinfectante por placa en la "Método de siembra directa" dara
resultados comparables al método de prueba orientado a la practica (datos no mostrados).

Introduccion
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En este estudio, la eficiencia del neutralizante se ensayd con Placa de contacto Neutralizante A ICR+ vy
placa de contacto TSA+LT (Tabla 2)

Tabla 2: Placas de contacto analizadas

Producto No Cat. Descripcion de Producto
Neutralizer A Contact - ICR+ 146697 Placas de contacto con cierre para recuento total viable con Neutralizante A (mezcla)®
Tryptic Soy Contact Agar +LT - ICR+ 146552 Placas de contacto con cierre para recuento total viable con lecitina y Tween® 80 (LT)”

Cepas analizadas
En la tabla 3 se listan cepas y condiciones de incubacidon usadas para el analisis de la tasa de recuperacion

Tabla 3: Lista de cepas analizadas (ATTC®)8 y condiciones de incubacion

Cepas de prueba Temperatura de Incubacion (°C) Tiempo de Incubacién (dias)
Bacillus subtilis (ATCC® 6633) (WDCM 00003)

Pseudomonas aeruginosa (ATCC® 9027) (WDCM 00026)

30-35 <3
Staphylococcus aureus (ATCC® 6538) (WDCM 00193)
Staphylococcus epidermidis (ATCC® 14990) (WDCM 00132)
Candida albicans (ATCC® 10231) (WDCM 00054)

20-25 <5

Aspergillus brasiliensis (ATCC® 16404) (WDCM 00053)




Desinfectantes

Los siguientes desinfectante fueron usados (tabla 4) para el andlisis de la eficiencia de neutralizacion

Tabla 4: Lista de desinfectantes analizados en este reporte

Desinfectante proveedor ingredientes activos
Surfanios Premium IP e N-(3-aminopropil)-N-dodecilpropano-1,3-diamino
estéril PAE® Anios o Didecildimetilamonio cloruro

Propan-2-ol

Didecildimetilamonio cloruro
Propan-2-ol,

niosurf ND Premium IP
estéril PAE™

Anios ,
e Acido D-glucdnico, componente con N,N " “-bis (4-clorofenil)-3,12-diimino-2,4,11,13-
tetraazatetradecano diamidina (2:1) Aminas, N-C12-14-alquiltrimetilenedi-
Anioxy Spore-Twin IP e Peroxido de hidrégeno
Concentrado estéril't Anios o Acido acético

Acido peracético

Método

Preparacion de las cepas analizadas

e Las cepas son recuperadas una vez a la semana desde cultivos de reserva en Agar Sangre Columbia (bacterias)
0 Agar Glucosa Sabouraud (levaduras y hongos)

e Los Sub-cultivos son preparados como cultivos de toda una noche antes de ser usados

e Las diluciones son preparadas en Solucién tampon NaCl para tener una concentracion de 10-100 UFC en el
indculo final.

Prueba de Inoculacion Directa en superficie independiente

e Para analizar la eficiencia de inactivacidon a través de la prueba de inéculo directo, el desinfectante se esparcio
sobre la superficie del agar usando una espatula Drigalski (vidrio, 146 x 45 mm)

e Desples de un tiempo de exposiciéon de 20 +/- 5 minutos, las placas a analizar fueron inoculadas con la cepa
recomendada, entre 10-100 UFC, usando la espatula Drisalski.

e Placas control del mismo lote fueron inoculadas e incubadas en paralelo, pero sin desinfectante.
e Las placas se incubaron como indica la Tabla 2.
e Cada condicion experimental se repitid 5 veces

e La neutralizacion de los desinfectantes de las placas analizadas, se definié como suficiente si, la tasa de
recuperacion en las placas analizadas con 25 pl de desinfectante esta entre 50-200%, comparadas con placas
control (sin desinfectante)

Un volumen de 25 pl por placa de contacto de 55 mm de didmetro corresponde a 10 ml de desinfectante por mz2.
El flujo de trabajo se muestra a continuacién en la figura 1.

Figura 1: Flujo de Trabajo de la prueba de inoculacion directa.
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Resultados

La capacidad de neutralizar ingredientes activos de varios tipos de desinfectantes en placas de contacto, fué
analizado por pruebas de inoculacion directa

Neutralizacion de Surfanios Premium IP estéril PAE

Figura 2. Recuperacion de cepas en placas de contacto Neutralizante A ICR+ (146697) y Placas de contacto de Agar Tripticasa Soya- LT-ICR+
(146552) en presencia de 25 pl del desinfectante Surfanios Premium IP estéril PAE
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Microorganismo

Los resultados muestran que todos los microorganismos analizados pueden ser recuperados en presencia de 25 pl
del desinfectante Surfanios Premium IP Estéril PAE (Fig. 2), indicando la eficiencia de neutralizacion de residuos
activos del desinfectante por neutralizantes incluidos.

Neutralizacion del desinfectante Aniosurf ND Premium IP estéril PAE

Figura 3: Recuperacion de las cepas analizadas en placas de contacto Neutralizante A ICR+ (146697) y Agar Triptic Soya +LT-ICR+ (146552) en
presencia de 25 pl del desinfectante Aniosurf ND Premium IP estéril PAE

Ingredientes: Cloruro de didecildimetilamonio Propan-2-ol, acido
D-glucénico, compuesto con N, N ”-Bis (4-
clorofenilo) - 3,12-Diimino-2,4,11,13-
Tetraazatetra Decanodiamidina (2: 1) aminas N-
C12-14-Alquiltrimetilendi- [10]

180
151
T 140 % Placa de contacto
o .
< 122 123 122 Neutralizante A ICR+
5 113 (146697) con
S 100 — o1 94 desinfectante
o 86 81 57
o
a
3 60 —— ——————————— ] m Placas de contacto
& de Agar Tripticasa
2 Soya +LT-ICR+
20 — (146552) con
- desinfectante
-20
Stapyhlococcus Bacillus subtilis Pseudomonas Aspergillus Staphylococcus  Candida albicans
aureus ATCC ATCC 6633 aerginosa ATCC brasiliensis epidermidis ATCC 10321
6538 9027 ATCC 16404 ATCC 14990

Microorganismo

Los resultados muestran que todos los microorganismos analizados pueden ser recuperados en presencia de 25 pl
del desinfectante Aniosurf ND Premium IP estéril PAE. (Figura 3)

Las tasas de recuperacion para Staphylococcus aureus son bajas en agar TSA con LT, mientras que en las placas

con Neutralizante A, muestra propiedades de inactivacidon excelente. Los resultados confirman, que para altas
concentraciones de componentes de amonios cuaternarios combinados con digluconato clorhexidina, los neutralizantes
Lecitina y Tween® 80 no son suficientes. Para este tipo de componentes se necesita neutralizantes adicionales
presentes en la mezcla de la placa Neutralizante A, como previamente se reporto por Hedderich y Kless*?



Neutralizacién del concentrado de Anioxy Spore-Twin IP estéril

Figura 4: Recuperacién de cepas en placas de contacto Neutralizante A ICR+ (146697) y Agar Tripticasa Soya +LT-ICR (146552) en presencia
de 25 pl de concentrado estéril de Anioxy Spore-Twin IP (dilucion de acuerdo a las instrucciones del fabricante)
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Microorganismo

Los resultados muestran que todos los microorganismos usados pueden ser recuperados en presencia de 25 pl del
desinfectante estéril concentrado Anioxy Spore-Twin IP, indicando la eficiencia de neutralizacién de los residuos
activos del desinfectante por los neutralizantes adicionados (figura 4).

Discusion y Conclusion

Este estudio resume los resultados de la eficiencia de neutralizacidon en placas de contacto TSA que contienen lecitina
y tween® 80, o mezcla de Neutralizante A como agentes inactivantes. La eficiencia de neutralizacion para inactivar el
desinfectante, es suficiente cuando la tasa de recuperacién de los microorganismos es mayor a 50%, en pruebas de
inoculacion directa.

Los tres desinfectantes analizados surfanios premium IP estéril PAE, Aniosurf ND Premium IP estéril PAE, y
concentrado de Anioxy Spore-Twin IP estéril pueden ser neutralizados por placas de contacto Neutralizante A

ICR+, mientras que las placas de contacto TSA +LT ICR+ son adecuadas para inactivar las diluciones de trabajo
recomendadas de Anioxy spore Twin y Surfanios, pero no es eficiente para inactivar el desinfectante Aniosurf ND en
las concentraciones analizadas.



Neutralizacion del concentrado de Anioxy Spore-Twin IP estéril
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