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RESOL UCION 288/1990
MINISTERIO DE SALUD Y ACCION SOCIAL (M.S.y A.S)

Regulacion técnica para control de productos higiénicos
descartables de uso externo e intravaginal. Aprobacién. Derogacion
de lares. 1068/80.

del 28/11/1990; Boletin Oficial 18/03/1991

Articulo 1° -- Apruébase |a regulacion técnica para control de productos higiénicos descartables de uso externo e
intravaginal que como anexos|, 11y I11, forma parte de la presente.

Art. 2° -- Derégase lares. 1068 del 14 de abril de 1980.

Art. 3° -- Dispdnese un plazo de noventa (90) dias a fin de que los establecimientos alcanzados por la presente se
adecuen a esta reglamentacion.

Art. 4° -- Lasinfracciones ala presente resolucion serén sancionadas conforme |o reglado por laley 16.463.

Art. 5° -- Comuniquese, etc.

Kohan.

Anexo |

REGULACION TECNICA PARA CONTROL DE PRODUCTOS ABSORBENTES HIGIENICOS
DESCARTABLES, DE USO EXTERNO E INTRAVAGINAL

PRODUCTOS DESCARTABLES DE USO EXTERNO

1. Definicién

1.1. Son considerados productos absorbentes descartables de uso externo, los articulos destinados al aseo
corporal, aplicados directamente sobre la piel, con la finalidad de absorber o retener excreciones o secreciones
organicas, tales como orina, heces, leche maternay las excreciones de naturaleza menstrual e intermenstrual.

1.2. Estan comprendidos en este grupo, los absorbentes higiénicos femeninos de uso externo, los pafiales para
bebé, pafiaes para adultosy |os absorbentes de leche materna.

2. Composicion

L os productos absorbentes descartables de uso externo, estan compuestos por:

2.1. Unacapa de tela polimérica que permita el pasaje de fluidos organicosy gue retenga las heces.

2.2. Un nucleo absorbente destinado a almacenar fluidos organicos que atraviesen la primera capa, compuesto por
algodon hidréfilo, pulpa de celulosa virgen o materiales poliméricos absorbentes.

2.3. Una capa de apoyo estructural .

3. Requisitos de calidad

3.1. Las materias primas presentes en la composicion de estos productos deberan ser de naturaleza atéxicay, para
su confirmacion seran sometidas obligatoriamente a los siguientes ensayos. Irritacion primaria'y sensibilizacion.
Estos ensayos se efectuaran para cada tipo de materia prima empleada en la confeccion de los productos
comprendidos en esta normay se deberan repetir cada vez que se cambien las materias primas especificadas en el
proceso de fabricacion.

3.2 Los productos terminados, deberdn ser sometidos a los siguientes ensayos. irritacion primaria, irritacion
acumulativa y sensibilizacion. Estos ensayos se repetiran toda vez que cambie e proceso de fabricacion, y se
encuentran descriptos en el anexo 3 de esta norma.

4. Control de fabricacién

4.1 Las empresas fabricantes deberan estar debidamente habilitadas para funcionar por la autoridad competente,
adoptando las buenas practicas de fabricacion preconizadas por la Organizacion Mundia de la Salud.

4.2. Todas las materias primas y los productos terminados deberédn ser analizados de acuerdo con métodos
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capaces de verificar su inocuidad y sometidas a la evaluacién microbioldgica de orientacién, con periodicidad
variable, y de acuerdo con la naturaleza de cada material.

4.2.1. Laevaluacion microbioldgica, debera responder a los siguientes limites de aceptabilidad para una muestra
de 5 g: Ausencia de Escherichia coli, Pseudomas aeruginosa, Staphylococcus aureus y Clorstridium sp. 0
Clostridios sulfito reductores.

La cantidad de gérmenes aerdhicos mesofilos, no debe pasar de 1000 unidades formadoras de colonias (ufc) por
gramo de muestra.

4.2.2. En todos los casos se emplearan métodos de analisis de reconocida validez, descriptos en el anexo 3 de esta
norma.

4.2.3. Los ensayos deberén ser realizados en laboratorios de la propia empresa o en aquellos que estén sujetos al
control de laautoridad competente.

4.3. Cada lote de productos debera ser identificado mediante codificacion impresa en el respectivo rétulo, que
viabilice localizar y revisar en los libros de registros, todas las operaciones de fabricacion e inspeccién
practicadas durante | os respectivos ciclos de produccion.

4.3.1. Los rétulos deberan contener la marca del producto, el nhombre de la empresa productora o fraccionadora,
el nombre del responsable técnicoy el nimero de registro.

4.4. Los documentos en que estén registrados | os resultados de los ensayos de control de fabricacion, aludidos en
el item 4.2. deberén ser archivados en la empresa productora, por un periodo de cinco afios, para permitir en
cualquier momento la accion de la fiscalizacion sanitaria.

5. Almacenamiento

5.1. Los productos absorbentes descartables que se tratan en esta norma deberdn ser almacenados en local seco y
limpio, libre de roedores e insectos.

Anexo 2

PRODUCTOS ABSORBENTES DESCARTABLES DE USO INTRAVAGINAL

1. Definicién

1.1. Son considerados productos absorbentes descartables de uso intravaginal, los articulos destinados a absorber
0 retener excreciones 'y secreciones menstruales e intermenstrual es aplicados por insercion vaginal .

2. Composicion

2.1. Los productos que se trata en esta norma deberan ser compuestos de fibras de algodon hidréfilo y/u otros
material es absorbentes que no contengan ingredientes farmacol 6gi camente activos.

3. Requisitos de calidad

3.1. Las materias primas presentes en la composicion de los productos deberan ser de naturaleza atéxica, para
confirmacion de la cual, seran sometidas obligatoriamente a los siguientes ensayos preclinicos: Citotoxicidad,
irritacion primariay sensibilizacion. Estos ensayos se efectuardn para cada tipo de materia prima empleada en |a
confeccion de los productos comprendidos en esta norma y se deberan repetir cada vez que se cambien las
materias primas, especificadas en el proceso de fabricacion.

3.2. Los productos terminados deberén ser sometidos a los siguientes ensayos preclinicos: Irritacion primaria,
irritacion acumulativa y sensibilizacion. Estos ensayos se repetiran cada vez que se cambie el proceso de
fabricacion.

4. Control de fabricacion

4.1. Todas las materias primas componentes de los productos, deberan ser analizadas con métodos capaces de
verificar su inocuidad y sometidas a una evaluacién microbiol dgica de orientacion, con periodicidad variable, de
acuerdo con la naturaleza de cada material .

4.2 Los productos terminados también deberan ser analizados a través de métodos capaces de verificar su
inocuidad.

4.2.1. El recuento de gérmenes debera ser inferior a 1000 microorganismos por unidad elaborada. Garantizada
esa condicion, en ensayo microbiolégico posterior, debera demostrar ausencia de: Staphylococcus Aureus,
Escherichia coli, Pseudomona aeruginosa y microorganismos anaerobicos. Cuando el recuento microbiano se
encuentra entre 500 y 1000 ufc por unidad de productos, se deberd proceder a la inmediata revisacion en las
condiciones de operacion de fabricacion.

4.2.2. Los ensayos de irritacion primaria dérmica, irritacién acumulativay € de sensibilizacion, se realizaran de
acuerdo con las técnicas descriptas del anexo 3 de esta norma.

4.2.3. Los ensayos deberan ser realizados en Laboratorios de la empresa o en aguellos que estén sujetos al control
de la autoridad competente.

4.3. Las empresas que intervengan en la elaboracion o fraccionamiento de productos comprendidos en esta



norma, deberan ser habilitadas por autoridad competente, con la direccion técnica de un profesional farmacéutico.
4.3.1. Los establecimientos, sus equipamientos e instal aciones dedicadas a las actividades enunciadas en el item
anterior, asi como los procesos de fabricacion y de control gquimico-microbiologico, deberdn responder a las
buenas practicas de fabricacion, enunciadas por la Organizacion Mundial de la Salud.

4.3.2. El areay los equipamientos donde se realizala fabricacion de estos productos, deberan ser de uso exclusivo
para dicha elaboracion.

4.4. Los embalges de los productos contemplados en esta norma, deberéan reunir condiciones que impidan su
contaminacion.

4.4.1. Los rétulos deberdn especificar la marca del producto, € nombre del establecimiento productor o
fraccionador, nombre del responsable técnico y nimero de registro.

4.5. Cada lote del producto debera ser identificado mediante codificacion impresa en el respectivo rétulo que
viabilice localizar y revisar en los libros de registros, todas las operaciones de fabricacién e inspeccion
practicadas durante | os respectivos ciclos de produccion.

4.6. Los documentos en que estén registrados |os resultados de los ensayos de control de fabricacion aludidos, en
lositems 4.1y 4.2, deberdn ser archivados en |la empresa productora por un periodo de cinco afos, para permitir
en cualquier momento, la accion de la fiscalizacion sanitaria.

5. Almacenamiento

5.1. Los productos absorbentes descartables de que trata esta norma deberan ser almacenados en local seco y
limpio, libre de roedores e insectos.

Anexo 3

ENSAYOS PRECLINICOS PARA PRODUCTOS DESCARTABLES DE USO EXTERNO Y DE USO
INTRAVAGINAL

1. IrritaciOn cutanea primaria

1.1 Objetivo

La presente técnica evallia €l potencial de irritacion cutdnea, después de una Unica aplicacion de la sustancia a ser
ensayada.

1.2 Materialesy métodos

1.2.1. Equipamiento

* Estufa

* Erlenmeyers

* Pipetas de 1,0 ml

* Rasurador

* Jeringade 1,0 ml.

* Espétula

* Balanza analitica

* Agujade inyeccion estéril

* Gasa esteril

* Cinta adhesiva hipoalérgica

* Calibre

* Esparadrapo

* Lente de aumento

1.2.2. Soluciones

* Solucion isotonica de cloruro de sodio estéril

* Agua destilada estéril

1.2.3. Animales

* 6 (seis) conegjos abinos, machos o hembras, de peso corporeo de 2 a 3 kg

Los animales deben ser mantenidos en jaulas individuales en todo el periodo de la prueba, en sala de temperatura
constante (22 =+ 3° C) y de humedad relativaentre 30 a 70 %.

1.2.4. Seleccion de animales

1.2.4.1 Los animales que presentan reaccion positiva en una prueba anterior de irritacion cutanea, deberan ser
excluidos de este ensayo (ver criterio parareaccion positivaitem 1.2.10.2)

1.2.4.2. Los animales que hayan presentado reaccion, negativa en una prueba previa de irritacion cuténea, solo
podran ser utilizados luego de un periodo de descanso de por los menos una semana (ver item 1.2.10.2) parala
validez de esta reutilizacion.

1.2.4.3. Después de rasurar los animales, observar si la piel de los mismos se encuentra integra, esto es, sin



ninguna lesién. Rechazar los animales que presenten problemas en la piel. Controlar el peso corpora de los
animalesal inicioy al final dela prueba.

Observacion

Los animales que fueron usados para la prueba con sustancias que alteran el color de la piel no deben ser usados,
parala prueba de irritacion cutanea.

1.2.5. Preparacion de los animales. Rasurar cuidadosamente cada animal en 4 (cuatro) éreas, de 2,5 cm2 c/u.
Hacer 2 (dos) escoriaciones paraelas con una aguja de inyeccion esterilizada, evitdndose € sangrado. Las areas
rasuradas superior e inferior del lado derecho del animal (areas 2y 4 delafigural).

L as éreas rasuradas superior e inferior del lado izquierdo del animal deberan permanecer intactas (&reas 1y 3 de
lafigural).

1.2.6. Preparacion de la muestra

Las muestras a aplicar deben tener una superficie de 2,5 cm2 y ser previamente humedecidas a saturacion con
solucion fisiol 6gica estéril.

1.2.7. Aplicacion del producto

Asegurar a animal delicadamente hasta que se calme.

Aplicar el producto sobre las 2 areas rasuradas superiores (areas 1y 2 de la figura l), en cuanto a las 2 areas
inferiores (areas 3y 4 de Figural) servirdn como control.

1.2.8. Colocacién del parche oclusivo

Después de la aplicacion del producto, cubrir cada una de las 4 (cuatro) &reas rasuradas con una gasa estéril de
2,5 cm2 cada una, la cual debe ser fijada alos pelos del animal con cinta adhesiva hipoal ergénica o esparadrapo.
Todas las éreas rasuradas deben ser conjuntamente cubiertas con una gasa estéril, la cual debe ser envuelts
alrededor del animal y fijada con cinta adhesiva hipoal érgica.

1.2.9. Lectura de |as reacciones cutaneas:

L as reacciones cutaneas deben ser analizadas 24 y 72 horas después de la aplicacion del producto.

Retirar el parche oclusivo 24 horas después de la aplicacion del producto y efectuar lalectura.

Las areas controles tienen como Unica finalidad, facilitar una comparacion con las areas ensayadas.

La evaluacién de formacion de edema, debe ser medida através de un calibre y e célculo del valor del edema se
hace através de laformula

Lat - Lac = Ed mm
2 2

Donde

Lat = Lectura del area de prueba (integra y escoriada)
Lac = Lectura del area control {integra y escoriada)
Ed mm = Valor del edema en milimetros

Lagraduacion de laintensidad de las reacciones cutaneas esta basada en el método de Draize (1,2) Ver tablal.
Observaciones

Lalectura de las reacciones cuténeas que ateran €l color de lapi€l.

En el caso de productos colorantes que ateran e color de la piel, dificultando la visualizacion de Eritema, |a
evaluacion se hace de lasiguiente forma:

1. Enlalecturade 24 horas se hace la biopsia de | as éreas aplicadas en 3 (tres) animales.

En el mismo sentido hecho paralos 3 (tres) animales restantes en lalectura de 72 horas.

2. Se efectia el examen macro y microscopico de las biopsias (Método de coloracion HE y Van Gienson).

3. Una graduacion microscépica de las reacciones cutédneas se encuentra descripta en latablall.
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Fizura 1 Hustracwon de las areas peladas

2 1=2: Areas suparpres

3-4: dreas inferwies

1-3: Areas s'escoriacunes

3 2-4: dreas ¢/esconaciones

12 area con sustancia de prueba

3-4: area con controles

Denominacion de las areas peladas para la prueba:

Area | Pizl intecia (area de prusba)
Area 2 Piel esconada (area de prusha)
Area 3 Piel integra (area control)
Area 4 Piel esconada (area control)

Graduacion de reacciones cutaneas

Tablal

|.1. Formacion de eritema

Grado O -- Piel normal:

Generamente de color blanca, pudiéndose presentar coloracion rosada.

Grado 1 -- Eritemaleve:

Lapiel se presenta enrojecida, pudiendo estar localizada en todo el area.

Grado 2 -- Eritema moderado:

Lapiel se presentaroja, generalmente en toda el area.

Grado 3 -- Eritema definido:

Lapiel se presenta con enrojecimiento intenso y difuso, en toda el area.

Grado 4 -- Eritema severo:

Lapiel se presentaroja oscura, con leve formacion de escaras (dafio en profundidad).
|.2 -- Formacion de edema

Grado 0 -- Ningun edema:

El valor del Edema (Ed mm) esigual a0 (cero).

Grado 1 -- Edemaleve:

El valor del Edema (Ed mm) debe estar comprendido entre 0,25 mmy 0,49 mm.
Grado 2 -- Edema moderado:

(Area con bordes bien definidos con edema perceptible).

El valor del Edema (Ed mm) debe estar comprendido entre 0,5 mmy 0,74 mm.
Grado 3 -- Edema definido:

El valor del Edema (Ed mm) debe estar comprendido entre 0,75 mmy 1 mm.

Grado 4 -- Edema severo:

El valor del Edema (Ed mm) es mayor de 1 mm pudiendo a veces ser mayor que el area de exposicion.
Tabla2

Graduacion microscépica de las alteraciones cutdneas determinadas por productos que alteran €l color de lapiel.
[1.1 Congestion

Grado O -- Normal:

Los vasos del tejido cutédneo aparecen normales.

Grado 1 -- Discreta:

L os vasos se muestran ligeramente turgentes en correspondencia con el aumento de flujo sanguineo.
Grado 2 -- Intensa:
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Excesivo flujo de sangre en |os vasos.

I1. 2 Inflamacion

Grado O -- Normal:

No se percibe infiltracion inflamatoria en los diversos planos del tejido cutaneo.

Grado 1 -- Discreto:

La infiltracién inflamatoria se caracteriza por un pequefio nimero de células inflamatorias (polimorfonucl eares
y/o mononucleares), dispersas, pudiendo ser observadas 0 no en los diferentes planos del tejido cutaneo.
Grado 2 -- Moderado:

El infiltrado inflamatorio evidente (polimorfononucleares y/o mononucleares) podra o no ser observado en varios
planos delapiel.

Grado 3 -- Intensa:

En este caso el nUmero de células inflamatorias es de tal magnitud que a veces perjudica la visualizacion de las
estructuras de la piel.

11.3 Edema

Grado O -- Normal:

No se presenta liquido en los espacios intersticiales.

Grado 1 -- Presencia

Acumulacién de liguido en los espacios intersticial es.

1.2.10. Resultados

1.2.10.1 Célculo del indice deirritacion primaria

-- Célculo ddl indice deirritacion primaria para productos que no alteran el color dela pidl.

-- Obtener una media aritmética de las siguientes observaciones:

-- Edemade piel integra 24 horas.

-- Edema de piel escoriada 24 horas.

-- Eritema de piel integra 24 horas.

-- Eritemade piel escoriada 24 horas.

-- Edemade piel integra 72 horas.

-- Edema de piel escoriada 72 horas.

-- Eritemade piel integra 72 horas.

-- Eritemade piel escoriada 72 horas.

-- Obtener las sumatorias de estas 8 (ocho) medias aritméticas y dividirlas por 4 (cuatro). El valor encontrado es
el indice de irritacion primaria cutanea del producto.

-- Célculo del indice de irritacion primaria cutanea para productos que alteran el color delapiel.

-- Congestion en lapiel integray escoriada de los 3 (tres) animales en 24 horas.

-- Inflamacion en lapiel integray escoriada de los 3 (tres) animales en 24 horas.

-- Edemaen la pidl integray escoriada de los 3 (tres) animales en 24 horas.

-- Congestion en lapiel integray escoriada de los 3 (tres) animales en 72 horas.

-- Inflamacion en piel integray escoriada de los 3 (tres) animales en 72 horas.

-- Edemaen piel integray escoriada de los 3 (tres) animales en 72 horas.

Obtener la sumatoria de las 6 (seis) medias aritméticas y dividirlas por 3.

El valor encontrado es €l indice de irritacion primaria cutanea del producto.

1.2.10.2 Clasificacion de irritante cutdneo primario

Clasificacion de irritante primario cutaneo para productos que no alteran el color de lapidl.

De acuerdo con € indice deirritacion cutanea primaria obtenido, €l producto puede ser clasificado en:

Valor del indice Clasificacion

0-09 MNo irmitante

1-19 Ligeramente irritante
2.49 Moderadamente writante
Mayvor de 5 Severamente writanie

Clasificacion de irritante cutaneo primario para productos que alteran el color de lapiel.
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De acuerdo con €l indice deirritacion primaria obtenido el producto puede ser clasificado en:

Valor del indice Clasificacson

0 -0.359 Mo irritante

0&6-09 Ligeramente wrritante
I,0=1,3 Moderadamente wnitante
Mavor de 1,3 Severaimenle irritants

Observaciones

En el caso que de pruebas realizadas con animales que fueron utilizados anteriormente en pruebas de irritacion
cutanea, no seravalido e resultado positivo (producto irritante), debiendo ser repetida la prueba.

Criterio de animal positivo.

El animal serd considerado positivo cuando presente una 0 mas reacciones positivas citadas més adelante en
cualquier periodo de la prueba.

L as reacciones cutaneas son clasificadas dentro de un criterio positivo o negativo segun:

Reaccin negativa Reaccidn positiva
Eritema 0 - 1 Mavor de 2
Edema 0 Mavor de |

1.2.10.3. Criterio de producto satisfactorio

-- Productos que no ateran €l color delapiel.

-- Un producto probado es considerado como satisfactorio s su indice de irritacion cuténea estuviera
comprendido entre O (cero) y 0.9.

-- Productos que alteran €l color delapidl.

-- Un producto testado es considerado como satisfactorio si su indice de irritacion cutanea estuviera comprendido
entre O (cero) y 0.59.

1.2.10.4. Duracion de la prueba

5 dias.

1.2.10.5. Referencias bibliogréficas

1. Draiz J. H. (1965) Dermal Toxicity Appraisal of the Safe Chemicals in Foods, Drugs and Cosmetics. pp. 46-
59, The Association of Food and Drug Officials of the United States, Topeka, Kansas.

2. Draize, J. H., Woodard, G., Cavery, H. O. (1944). Methods for the study of irritation and toxicity of
substances applied topically to the skin and mucous membranes.

J. Pharmacol. Exp. Ther. 83, 377-390.

2. Irritacion cutanea acumul ativa

2.1 Objetivo

L a presente técnica presenta un analisis del potencial de irritacion cutanea después de la aplicacion repetida de la
sustancia a ser ensayada.

2.2. Material y métodos

2.2.1. Equipamientos

Seguir como lo descripto en €l item 1.2.1, para el ensayo deirritacion primaria cuténea.

2.2.2. Soluciones

Seguir como o descripto en € item 1.2.2. para el ensayo de irritacion primaria cutanea.

2.2.3. Animales

Seguir como o descripto en € item 1.2.3. para ensayo de irritacion primaria cutanea.

2.2.4 Seleccion de los animales

Seguir como o descripto en el item 1.2.4 para el ensayo de irritacién primaria cutanea.

2.2.5. Preparacion de los animales
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Seguir como lo descripto en el item 1.2.5. para el ensayo de "irritacién primaria cutanea’".

2.2.6. Preparacion de la muestra

Seguir como lo descripto en € item 1.2.6. para el ensayo de irritacién primaria cutanea.

2.2.7. Aplicacion del producto

Seguir con o descripto en e item 1.1.7 del ensayo de irritacion primaria cutanea.

Aplicar el producto sobre las dos éreas peladas previamente (areas 1y 2 - fig. 1) en tanto que, las 2 areas
inferiores (areas 3y 4 - fig. 1) servirédn como controles.

Laaplicacion del producto deberia ser hecha durante 10 dias consecutivos. Durante ese periodo el escarificado de
las éreas peladas debe ser alternado y el rasurado de los animales debe ser hecho todos los viernes.

2.2.8. Colocacion del parche oclusivo.

Seguir conforme alo descripto en el item 1.2.8. para Irritacion primaria cutanea para cada dia de aplicacion.

2.2.9. Lecturay graduacion de las reacciones cutaneas.

Las lecturas deberan ser hechas 24 a 72 horas después de la Ultima aplicacion siguiendo las tablas de graduacion
delaslesiones descriptas en los item 1.2.9y 1.2.10 parairritacion primaria cutanea.

2.3. Bibliografia

-- Draize J. H. Dermal Toxicity Food Drug Cosmetic Law Journal 10: 722 -(1955).

-- Somers, G. F. Testing drugs for Dermal Toxicity, J. Soc. Cosmetic Chemists 15: 384-404- (1964).

-- Protocolo de irritacao primaria cutanea. Departamento de Farmacol ogia e Toxicologia - INCQSIFIOCRUZ.

-- Protocolo de Irritacion Primaria cutanea. Departamento de Farmacologia del INFy B.

3. Sensibilizacion por aplicacion topica

Estudio preliminar

Este test no debe ser realizado si existen alteraciones de lapiel en el test de Irritacion Primaria Dérmica.

3.1. Objetivo

La presente técnica evalla el potencial de sensibilizacion de los materiales en estudio.

3.2. Materialesy reactivos:

3.2.1. Materiales

Parches de 6 cm2 de las materias primas a utilizar y de producto terminado en el ensayo embebidos en solucién
fisiol6gica a saturacion.

-- Solucion fisiologica estéril.

--Vehiculo oleoso: Adyuvante completo de Freund (F.C.A.)

-- Agujas hipodérmicas.

-- Gasa estéril

-- Plastico adhesivo impermeable.

-- Cinta adhesiva hipoal ergénica.

-- Esparadrapo.

3.2.2. Soluciones

-- Solucién isotonica de cloruro de sodio estéril.

-- Adyuvante de Freund completo diluido a 50 % con solucion Isotonica de Cloruro de Sodio estéril y
homogeni zado.

3.2.3. Animales

20 cobayos albinos (10 hembrasy 10 machos, peso a comienzo de la experiencia 300-400 grs.).

Lamitad de los cuales serén destinados a control.

3.3. Ejecucion del ensayo

3.3.1. Fase deinduccion

3.3.1.1. Preparacion de la solucion ainyectar al grupo tratado y al grupo control:

0,1 ml de adyuvante de Freund completo (FCA) diluido a 50 % en solucién salina isotonica estéril.

3.3.1.2. Rasurar laregion dorsal de los cobayos en una superficie de alrededor de 9 cm?2

3.3.1.3. Aplicacion tépica de la sustancia usando los parches oclusivos y dos inyecciones intradérmicas del
adyuvante de Freund completo diluido.

Para el grupo control se realiza el mismo procedimiento, pero en lugar de aplicar la materia prima embebida en
solucion fisioldgica estéril, se aplicara en 10 animal es gasa embebida en solucion fisiol 6gica estéril.

El dia lunes de cada semana se rasura la region a tratar, €l dia 1 y 10 los cobayos reciben una inyeccién
intradérmica de adyuvante de Freund completo diluido, los dos sitios de la inyeccion deben estar tan cerca como
sea posible del area aplicada.

La sustancia de prueba se aplica tres veces por semana con 2 dias de intervalo durante 3 semanas y una a



comienzo de la 42 semana.

El sitio de aplicacion debe ser justo encimadel sitio de inyeccion.

El parche seretira cada 48 horas.

El dltimo parche (décimo) seretirael dia 24, luego de 48 horas de contacto con lapiel.

3.3.1.4. Suspension del tratamiento

El tratamiento es suspendido desde el dia 24 a 35 inclusive (por un periodo de 12 dias). Este es € tiempo
necesario para que & organismo produzca la respuesta inmunol dgica.

3.3.2. Fase desencadenante

El dia 36 los cobayos son rasurados, en la region del abdomen (flanco izquierdo): sin tratamiento previo, se
coloca un parche oclusivo con la sustancia de pruebay se deja durante 48 horas el dia 38 seretira

3.4. Evaluacion

Las lecturas se realizan en € sitio desencadenante alas 1, 6, 24 y 48 horas luego de retirado € parche oclusivo,
de acuerdo con la escala descriptaen el ensayo deirritacion dérmica primaria.

Debe redlizarse examen histologico de la piel cuando denota una lesion en forma macroscopica o cuando la
reaccion sea dudosa.

3.4.1. Expresion de resultados

El examen macroscopico e histologico debe ser realizado en forma ciega.

El resultado es positivo cuando uno o méas animales muestran una reaccion macroscopica confirmada
hi stol 6gicamente como reaccion de sensibilizacion.

El resultado es negativo cuando ningun animal muestra evidencia de reaccion macroscopica.

El resultado en dudoso cuando hay evidencia de reaccién macroscopica no confirmada histol 6gicamente.

L os absorbentes descartables y sus materiales constitutivos deben dar negativo el test de sensibilizacion.

3.5. Referenciabibliogréfica

Método de Magnussen y Kligman modificado segin JM. Faccini y J.P. Guillot. Animals and ateratives in
toxicity Academic Press 1983.

4. Ensayo de citotoxicidad "in vitro"

4.1. Instrumental y reactivos

a) Estufaa 37° C.

b) Camara Humeda conteniendo CO2 al 5 %.

¢) Microscopio con Faz invertida.

d) C8ulaATCC, CCLI, NCTCy CLON 929 de Fibroblastos de raton u otras lineas celulares sensibles a ensayo.
€) Agar.

f) Colorante vital: Rojo neutro.

g) Medio de cultivo: EAGLE (M.E.M.), pH =7.3

h) Frasco de cultivo de plastico neutro de 25 cm?2.

i) Placas de Petri.

j) Pipetas

k) PBS- Solucion Tampon de Fosfato (pH = NEUTRO)

) Pinza Estéril

4.2 Tamarfio de la muestra

1 cm2 o0 100 mg de peso.

4.2.1. Ejecucion del ensayo

Colocar € cultivo de células en cdmara humeda con CO2 a 5 %, inoculando 5 ml de una suspension celular, con
una concentracion de 130 x 103 ml, en medio EAGLE eincubar a 37° C por 48 horas.

4.2.2. Descartar €l medio, con pipeta estéril y enseguidalavar con solucion Tampon de Fosfato.

4.2.3. Adicionar 4 ml de AGAR precalentado en placa de Petri con colorante vital.

4.2.4. Colocar lamuestra con pinza estéril sobre la zona central, de la placa e incubar nuevamente a 37° C.

4.2.5. Retirar lamuestra, después de 24 horasy anotar o marcar, el area de inhibicion.

4.2.6. Observar a microscopio de faz invertida.

4.2.7. Resultados: observar €l indice de Zona (1.Z.), 0 sea € area no coloreada, y € indice de LISIS (I.L) que
indica el porcentaje de células degeneradas.

Ambos indices, nos dan el indice de respuesta (I.R) conforme ala siguiente relacion:
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Tabla8 - Indicede zonalLis

INDICE DE ZONA (L.Z) INDICE DE LISIS (1L}
0. Ningura zona sobre o alrededor de la muesira 0. Minguna LISIS

1. Zoma himetada sobre la muestra I Menos que 20 %

2. Zona no mayor gue 0.2 cm 2. Menos que 40 %5

3. Zona no mavor gque 0.2 cm y menor gua lom 3. Menos que 60 %%

4. Fona mayor entre 1-2 cm 4. Menos que 80 %6

5. Fona mayvor que 2 cm 5. Mias que BO %%

4.3. El material en ensayo no debe presentar resultados distintos alos controles negativos.

5. Control microbiol gico

5.1. Introduccién

Las presentes técnicas microbioldgicas tiene como objeto determinar los nimeros de los microorgani Smos
aerobios viales presentes en las muestras (bacterias, hongos y levaduras) asi como también la ausencia o
presencia de determinados géneros y especies bacterianos.

5.2. Capacidad nutritiva de los medios de cultivo:

Preparar cultivos en Caldo Caseina Soja de |os siguientes microorganismos: Staphylococcus aureus ATCC 6538F
0 6538; Bacillus subtilis ATCC 6633; Escherichia coli ATCC 8739; Céandida albicans ATCC 10331 o 3001.
Incubar |os tres primeros durante 18 - 24 horas a 30 - 35° C y el de Candida albicans durante 48 horas a 20 - 25°
C. Diluir cada cultivo en buffer fosfato pH 7,2 de modo de obtener 100 cé/ml y emplear e inéculo de los
mi croorgani smos separadamente como control de los medios de cultivo utilizados.

5.3. Materiales y equipos

1. Pipetas graduadas, estérilesde 1 ml; 2ml; 10 ml; y 20 m.

2. Erlenmeyers. Balones de vidrio y vasos de Precipitados estériles.

3. Placas de Petri de 20x100 mm estériles.

4. Varillas de vidrio estériles.

5. Tubos de ensayos de 20 x 200 mm estériles.

6. Pafios de gasa estériles.

7. Instrumentos, pinzas, tijeras, bisturies, hojas de bisturi, espétul as, estériles.

8. Balance con sensibilidad 0,01 g.

9. Estufas de incubacion reguladas a 20°C, 25°C y a 30°C.

10. Sobres generadores de atmdsfera anaerdbica, indicadores y jarras para anagerobiosis.

11. Sistema de vela para microaerdfilia o sobres generadores de atmdsfera microaerdfila.

5.4. Medios de cultivo y soluciones:

1. Caldo Sabouraud Dextrosa.

2. Caldo Caseina Soja

3. Caldo Lactosado

4. Cddo Tioglicolato 135 C (Tratado durante 10 min en bafio de agua a 100°C y enfriado inmediatamente).
Puede ser reemplazado por Caldo/Cerebro Corazén PreReducido o Por Caldo Carne Cocida.

5. Agar Papa Dextrosa o Agar Sabouraud Dextrosa.

6. Agar Sulfito Polimixina Sulfadiazina (Agar SPS) de Angelotti

7. Agar Mac Conkey

8. Agar Manitol Salado o Agar Vogel-Johnson o Agar Baird Parker.

9. Agar Cetrimida

10. Agar Caseina Soja
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11. Medios de Cultivo para Pruebas Bioguimicas de |dentificacion de S. aureus: E. coli; P. aeruginosa.

12. Buffer Fosfato pH 7,2

5.5. Reactivos

1. Tween 80

2. Alcohol Etilico 70°

3. Plasmade Congjo

4. Colorante para Gram

5. Reactivos pararevelar las pruebas bioquimicas.

6. Solucion de Clorhidrato de N-N-N-N- Tetrametil p- Fenilen Diaminaal 0,5 % para prueba de oxidasa.

7. Parafina estéril

5.6. Manipulacion de lamuestra

Seguir las siguientes recomendaciones:

1. Analizar las muestras |o més pronto posible luego de su llegada a laboratorio. Si fuese necesario almacenarlas,
hacerlo a temperatura ambiente.

2. Inspeccionarlas cuidadosamente antes de abrirlas verificando las irregularidades de sus envases.

3. Desinfectar cada paguete individual de muestra con una gasa estéril embebida en un desinfectante que no
ataque el material de empague.

4. Para cada analisis microbiolégico, es preciso utilizar una porcion representativa del contenido de la muestra,
usar una porcion de 10 g.

5. Si no hubiere necesidad de analisis multiples, estudio microbiano, toxicologiay quimica, la submuestra para el
examen microbiol 6gico debera ser retirada en primer lugar.

5.7. Preparacion de lamuestra:

En la preparacion de la muestra a ser probada, no debera producirse ateracion del nimero o tipo de
mi croorgani Smos origina mente presentes.

La muestra debera ser removida asépticamente, pesando 10 g en un vaso de precipitados estéril, para cada una de
las pruebas descriptas.

Se puede utilizar un pequefio volumen de un agente emulsificante estéril, como dos polisorbatos 80 en la
preparacion de la suspension.

5.8.1. Método de recuento en placa:

Diluir la suspension, de modo de obtener un recuento entre 30 a 300 colonias, Pipetear 1 ml de cada dilucion en
placas de Petri en duplicado. Agregar 15 a 20 ml de agar caseina soja previamente fundido y enfriado
aproximadamente a40° C.

Mezclar la muestra con e medio de cultivo con movimientos rotatorios. Dejar solidificar el contenido a
temperatura ambiente e incubar a 30-35° durante 48 a 72 horas. Si no se observan colonias microbianas en las
placas de la dilucion 1:10 en adelante, expresar |os resultados como: menos de 10 u.f.c./g de Muestra.

5.9. Prueba para Staphylococcus Aureus y Pseudomonas Aeruginosa

Agregar a la muestra caldo de caseina soja hasta completar 100 ml Incubar a 30-35° de 24 a 48 hs. Si hubiera
evidencia de crecimiento, sembrar con ansa en una placa de agar Vogel Johnson y en una placa de agar
Cetrimida. Incubar las placas de 30-35°C durante 24 a 48 horas. Si a cabo del periodo de incubacion no se
observaran colonias sospechosas de Staphylococcus aureus la muestra satisface las exigencias de ausencias de
estos microorgani Smos.

Cuadro I1- Caracteristicas morfol 6gicas de Staphylococcus Aureus en medios sel ectivos.

Medio Selective Agar Vogel-Johnson Agar Manitol-Sal Agar Barrd-Parkes

Motologia Cultural Caractenstica | Megra, con hale amarillo Amarilo, con halo Amarillo Megra, brllante con halo claro de

- =
Z B3I

Coloracion de Gram Cocos Gram posilivos en
acumulos

5.9.1. Prueba de la coagul asa (Para Staphylococcus aureus)

Inocular pequefias cantidades de crecimiento en agar inclinado en 0,2 ml de caldo BHI. Incubar por 18 a24 hs., &
35 + 2°C. Agregar 0,5 ml, de coagul asa plasmaética de conejo reconstituida (con EDTA) y homogeneizar. Incubar
a35° + 2°Cy observar.
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L as cepas que producen coagulasa francamente, pueden requerir una noche de incubacion para que la formacion
del coagulo se torne evidente. Deberan utilizarse controles negativos y positivos. Si no fuera observado ningun
grado de coagulacién, la muestra satisface |as exigencias de las pruebas para ausencia de Staphylococcus aureus.
Cuadro Il - Caracteristicas morfol 0gicas - Pseudomonas aeruginosas

Medio Agzar Cetrirda Agar para pseudonanas para Agar para pseudomonas para
deteccion de fluoresceing deteccin de Piociamina

Mortologia Cultural Caractenstuica | Generalmente verdosa Cieneralmente ncolora a Creneralmente verdosa
amarillenta

Fluorescema Luz 11V, Werdosa Amanilla Azul

Prueba de Oxidasa Positivo Posativo Positivo

Coloracion de Gram Bacilos o cocos bacilos Gram

negativos

5.9.2. Prueba de oxidasay de pigmentos para pseudomonas aeruginosas

A partir del agar cetrimida sembrar con anzar en |os medios para dectar fluoresceinay Piocianina. Incubar a 35 +
2°C por un periodo de tiempo no inferior a 3 dias. Examinar las estrias de crecimiento alaluz U.V. Observando
las caracteristicas descriptas en el Cuadro I11. Hacer la prueba de oxidasa con e crecimiento sospechoso. Si la
prueba fuese negativa la muestra satisface las exigencias para ausencia de Pseudomonas aeruginosa.

Si es necesario para las cepas de Pseudomonas aeruginosa apiocianogeénicas, seran necesarias otras pruebas para
su identificacion.

5.10 Prueba para Escherichia coli

Agregar a la muestra, caldo lactosado, de modo de obtener un volumen final de 100 ml Incubar a 30-35°C
durante 24 a 48 horas.

Si hubiera evidencia de crecimiento, inocular una placa de agar Mac Conkey. Incubar a 30- 35°C durante 24 a 48
horas. Si se observa desarrollo de colonias sospechosas de Escherichia coli, sembrar una placa con agar Levine
(Eosina-Azul de Metileno). Si no aparecen colonias con brillo metalico caracteristico o color negro azulado la
muestra satisface las exigencias para ausencia de Escherichia coli. Su presencia podra ser confirmada por pruebas
bioquimicas adicionales.

5.11 Investigacion de clostridios

Transferir 50 ml de preparacion de muestra para 90 ml de caldo tioglicolato 135 C o caldo BHI con extracto de
levaduras prerreducido o caldo carne cocida. Incubar a 30-35°C durante 48 horas en ambiente anaerobio (excepto
el BHI prereducido). A partir de los caldos en que se observase crecimiento sembrar en placas de agar para
anaerobios, incubar a 35°C durante 48 horas en ambiente anaerobio. Aislar las colonias sospechosas en tubos con
BHI prerreducido o con los otros caldos. Incubar de la misma forma que antes. En los caldos que hubiera
crecimiento llevar a cabo las siguientes pruebas:

1. Coloracion de Gram (bacilos gram positivos con morfologia compatible con el género Clostridium)

2. Tipo respiratorio.

3. Termor resistencia.

El tipo respiratorio se determina sembrando el crecimiento de cada tubo en 3 placas conteniendo agar para
anaerobios.

Incubar una placa en anaerobiosis en las condiciones ya descriptas. Otra placa en microaerofiliay la restante en
aerobiosis en |as condiciones de temperatura 'y tiempo ya descriptas.

Se probara la termorresistencia sembrando 0.1 ml del crecimiento en los tubos de BHI prereducido o caldo
tioglicolato 135 C caldo carne cociday calentado a 80°C durante 15 min.

Enseguida incubarlos en las condiciones ya descriptas. Paralelamente, incubar un control positivo no sometido a
la prueba de resistencia.

Al cabo del periodo de incubacion, observar e crecimiento de cada placa incubada a las diferentes condiciones 'y
determinar 0 no presencia de microorganismos anaerobios en el producto. Si es positivo proceder ala coloracion
de gram y ala prueba de catalasa. Hacer |o mismo con los tubos sometidos a la prueba de termorresistencia. Si
hubiera evidencia de crecimiento, investigar la presencia de esporos por el método de coloracién de Gram.

5.12 Investigacion de Clostridium sulfito reductores en 5 g de muestra.
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Se siembran 50 ml de la dilucion 1:10 de la muestra en 50 ml de caldo tioglicolato doble concentracion
adicionado de N3 Na 0,02 %, previamente calentado a 100°C durante 10 min. y enfriado. Se cubre con parafina
estéril y se incuba durante 48 horas a 35°C. Se colocan porciones de 0,1 ml de este cultivo en tubos estériles.
Luego se cubre con Agar fundido y enfriado a 40°C. Se cubre con parafinay se incuba durante no menos de 3
diasa 37°C. El desarrollo de colonias negras indica que la prueba es positiva.
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