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RESUMEN

Los e-liquidos son un tipo de producto utilizado como vehiculo para introducir
nicotina y otras sustancias al organismo a través de los cigarros electrénicos. Actualmente
no cuentan con una regulacion nacional que los registre, inscriba o evalUe previamente a su
comercializacion, por lo que no hay certeza que estos cumplan con las mismas
caracteristicas y estén libres de contaminacion con microorganismos. Las fuentes de
contaminacion de un producto pueden ser ambientales, por un almacenamiento inadecuado,
contaminacion cruzada, materias primas contaminadas, manipulacion inadecuada durante

la produccion y agua contaminada.

La via de ingreso al organismo de estos productos es la via inhalatoria por lo que se
consider0 prioridad evaluar la presencia de distintos microorganismos que representen un
riesgo potencial hacia los consumidores. Con este fin el presente trabajo de investigacion
de tipo descriptivo pretendio evaluar la calidad microbioldgica presente en e-liquidos
comercializados en ciudad de Guatemala, basandose en las especificaciones
microbioldgicas establecidas por la Farmacopea de Estados Unidos de América — USP 43

para productos farmacéuticos por via inhalada.

La investigacion se realizd a partir de 5 pruebas esenciales para la calidad
microbioldgica de productos por via inhalada, siendo estas: el recuento total de mesofilos
aerobios, hongos y levaduras, la evaluacion de la presencia de Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa y bacterias Gram negativas tolerantes a la bilis. Se empled un
numero de muestra de 10 e-liquidos para la verificacion de la calidad microbiologica, de 4
marcas distintas. Se logré determinar que el total de muestras de e-liquidos comercializados
en Guatemala no cumplen con todos los parametros de calidad microbiologica para
productos farmacéuticos por via inhalada, ya que al menos 10% de las muestras presentaron
recuento de hongos y levaduras que sobrepasan los limites establecidos y dieron positivo al

microrganismo patdgeno Staphylococcus aureus.
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Por ello es recomendable que se desarrollen normas que regulen la comercializacion
de los e-liquidos, y que exista una aprobacion previa a su distribucion, asegurandose que

cumplan con una calidad microbioldgica aceptable para este tipo de producto.

Palabras clave: e-liquidos, cigarros electronicos, calidad microbiolégica, microorganismo

patogeno
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I. Introduccion

Los cigarros electrénicos o e-cigs (EC por sus siglas en inglés) son dispositivos
alimentados por baterias disefiados para suministrar nicotina a los pulmones (Pinto et al.,
2022). Aungue no existen normas o reglamentos en Guatemala respecto al contenido de
estos dispositivos, el liquido mejor conocido como “e-liquido” contiene, ademas de
nicotina, un vehiculo (generalmente propilenglicol y glicerina) y agentes saborizantes
(Ferkol et al., 2018).

Los EC a menudo se consideran un “sustituto seguro” para dejar de fumar cigarros
convencionales. A pesar de no conocer sus efectos a mediano y largo plazo, el uso de
cigarros electrénicos (vaping) ha mostrado que afecta negativamente a la salud en general,
presentando efectos adversos en el sistema respiratorio, autoinmune y funciones hepéticas
(Montjean et al., 2023). Por ejemplo, se ha demostrado que induce inflamacién, aumenta
el riesgo de tos y sibilancias, promueve la exacerbacion del asma, asi como la supresion de
las defensas del huésped (da Silva et al., 2022).

Asimismo, se ha demostrado que la adicion de sabores aumenta la toxicidad de estos
dispositivos (Montjean et al, 2023). Numerosos toxicos y carcindgenos se han encontrado
en soluciones de EC, incluidos aldehidos, nitrosaminas especificas del tabaco, metales,
alcaloides del tabaco e hidrocarburos aromaticos (Planchet, 2020).

Recientemente, en un estudio efectuado por la Escuela de Salud Publica TH Chan
de Harvard se encontraron productos contaminados con toxinas bacterianas y fangicas. Mi
Sun Lee, investigadora y autora principal indico que ademas de inhalar sustancias quimicas
dafinas, los usuarios de EC podrian estar expuestos a contaminantes bioldgicos y es algo

para lo que no se encuentran resultados de investigaciones efectuados.



Por lo que estos nuevos hallazgos deben considerarse en cuenta al desarrollar

politicas regulatorias para estos productos (Sweeney, 2019).

La calidad microbioldgica de e-liquidos comercializados en la ciudad de Guatemala
es desconocida y no existe una regulacion que los registre, inscriba o evalUe previamente a
su comercializacion. Ademas, la via de ingreso al organismo es la via inhalatoria, por lo
que se considerd una prioridad evaluar las condiciones de calidad microbiolégica que
dichos productos poseen. Al ser productos no registrados, no hay certeza que todos cumplan

con las mismas caracteristicas.

Por lo tanto, el estudio pretendid evaluar la calidad microbioldgica de los e-liquidos
por medio del recuento total de microorganismos aerobios, recuento total de mohos y
levaduras, e identificacion de microorganismos patdgenos Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa y bacterias Gram negativas tolerantes a bilis, y a partir de los
resultados, generar informacion cientifica de utilidad hacia la poblacién guatemalteca
relacionada a la calidad microbioldgica de los e-liquidos comercializados en la Ciudad de

Guatemala.



Il. Marco conceptual

A. Antecedentes
Un estudio efectuado en el afio 2022 por Espina evalud la presencia de arsénico,

cadmio, cobre y plomo en e-liquidos comercializados en la Ciudad de Guatemala. Se logro
cuantificar en muestras no vapeadas, concentraciones promedio de arsénico (10.747ug/L),
cobre (1.707 ug/L) y plomo (2.388 ug/L), y en muestras vapeadas concentraciones
promedio de arsénico (13.266 ug/L), cadmio (0.004 ug/L), cobre (4.349 ug/L) y plomo
(2.861 ug/L). Concluyendo que el aumento en dichas concentraciones fue ocasionado por
la transferencia de metales en el proceso de lixiviacion en las partes de los cigarros
electronicos hacia los e-liquidos. Esto evidencid la importancia de la necesidad de una

regulacion respecto a la venta de estos productos (Espina, 2022).

En 2022 Amalia et al., recopilaron y describieron la legislacion que regula el uso de
cigarros electronicos en interiores y exteriores en lugares publicos y privados en 48 paises
dentro de la region europea de la OMS. Encontraron que el 58.3% de los paises presentan
legislaciéon respecto al uso de cigarros electronicos a nivel nacional. Ademas, las
instalaciones educativas son el lugar mas regulado en el 58.3% de los paises, mientras que
las areas privadas (viviendas, automaviles) son las menos reguladas en un 39.6% de estos.
Por su parte, un tercero de los paises regula el uso de estos dispositivos en interiores.
Concluyendo que a pesar de que la mayoria de los paises de la Regién Europea de la OMS
introdujeron legislacion a nivel nacional, pocas de ellas protegen los entornos cerrados
(Amalia et al., 2022).

En febrero de 2021 con base en la experiencia del Centro global para la buena
gobernanza en el control del tabaco (GGTC por sus siglas en ingles), se planteo el estado
global respecto a la prohibicion y regulacion de EC. Se evidencidé que 37 paises incluidos
Argentina, Australia, Colombia, India y Uruguay prohiben la
venta/distribucion de estos dispositivos. Por su parte, 73 paises incluyendo Austria, China,

Canada, Honduras y Estados Unidos permiten la venta de cigarros electrénicos. En estos
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paises, existen regulaciones/restricciones respecto a su venta. Entre los 73 que permiten su
venta, se conoce de al menos 36 paises en los cuales se regula la cantidad
(concentracion/volumen) de nicotina en los e-liquidos. Finalmente, se indicé que no existe
informacidn confiable respecto a otros paises, y que es probable que en muchos paises
africanos/latinoamericanos, se permita la venta de los EC, pero no existan leyes especificas
que los regulen (GGTC, 2021).

Otro estudio efectuado en el afio 2021 por Cifuentes evalué los compuestos
quimicos presentes en los liquidos para cigarros electrénicos (e-liquidos) de venta en
Guatemala por medio de cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas (CG-
MS). Se logro identificar la presencia de méas de 20 compuestos quimicos entre los cuales
predominaron los aminoacidos. Asimismo, hubo presencia de compuestos aromaticos y
emulsionantes. Por otra parte, se encontré que ninguna de las etiquetas de los e-liquidos
evaluados presentaban informacion detallada relacionada a los ingredientes utilizados en
su formulacion. Concluyendo que todas las muestras evaluadas poseen algun posible riesgo

toxicoldgico debido a los compuestos encontrados (Cifuentes, 2021).

En el 2019, en un estudio efectuado por la Escuela de Salud Publica TH Chan de
Harvard se examinaron 75 productos populares de cigarros y liquidos electronicos. Este
encontré que el 23% de los productos contenian trazas de endotoxinas, agentes microbianos
presentes en bacterias Gram negativas y que el 81% contenian trazas de glucano, compuesto
encontrado en las paredes celulares de la mayoria de los hongos. Asimismo, se menciona
que la exposicion a estas toxinas se ha asociado con variedad de problemas en la salud,
incluyendo el asma, reduccién de la funcion pulmonar y la inflamacion. Lo que aumentd
las preocupaciones respecto al potencial de efectos respiratorios adversos que pueden

ocasionar dichos productos (Lee, Allen & Christiani, 2019).

En el estudio efectuado en 2017 por Chacon et al., se determind la disponibilidad,
precio y empaque de los cigarros electronicos y e-liquidos que se distribuyen en la ciudad
de Guatemala. Lograron determinar que la mayoria de los cigarros electronicos disponibles
eran de primera generacion (66%), seguido de los de segunda generacion (28%) y tercera



generacion (6%). Ademas, la mayoria de los cigarros electronicos (58%) y e-liquidos (46%)
no incluian seccion de advertencia; concluyendo que la industria se esta aprovechando de
la falta de regulacién y reforzando la importancia de lleva a cabo mas investigaciones con

relacion a este tema en Guatemala (Chacon et al., 2017).

En 2016, en un estudio efectuado por Kennedy et al., clasificaron y describieron los
enfoques de politica utilizados por los paises para regular los cigarros electronicos mediante
busquedas web en Ministerios de Salud y basquedas amplias en la web. Se estudiaron 123
paises incluyendo los 90 paises que participaron en la encuesta respecto a productos de
tabaco novedosos y ENDS de la OMS en 2014, 12 paises miembros de la Organizacion
para la Cooperacion y el Desarrollo Econémico (OCDE) y 21 paises mas con potencial de
regulacién de cigarros electronicos. El estudio logro identificar 68 paises que regulan los
cigarros electronicos de los cuales 22 utilizan regulaciones existentes; 25 promulgaron
nuevas politicas; 7 modificaron la legislacion existente; 14 utilizan una combinacion de
regulaciéon nueva/ modificada y existente. Los 55 paises restantes no presentaron leyes que
regularan los cigarros electrénicos. Por otra parte, se identificd que no hay politicas que
regulen los ingredientes de e-liquidos, Unicamente la nicotina, y solo algunos paises de
Europa han introducido politicas para analizar los saborizantes (David et al., 2017).

B. Justificacion
Los EC conocidos como dispositivos de vapeo o sistema electrénico de suministro

de nicotina (ENDS) fueron originalmente disefiados para aquellas personas que buscaban
dejar de fumar. Estos productos utilizan un “e-liquido” que generalmente contiene nicotina,
variedad de agentes saborizantes, glicerina vegetal y propilenglicol. Se han llevado a cabo
variedad de estudios respecto a los efectos de estos productos en el tejido pulmonar y
células epiteliales de las vias respiratorias donde se ha argumentado que presentan un efecto

significativo en la salud respiratoria (Xu, Palazzolo & Cuadra, 2022).

En los dltimos afios, se ha visto un aumento drastico en el uso por parte de los
jévenes, lo cual ha generado mayores preocupaciones respecto a la seguridad de los

productos de vapeo. Se evidencid, ademas, otra categoria de dafio potencial creciente en la



lista de las exposiciones relacionadas con el vapeo, siendo esta la contaminacion con
compuestos orgénicos de origen bacteriano y fungico (Schmidt, 2019). En 2019, un estudio
efectuado por la Escuela de Salud Publica TH Chan de Harvard encontré trazas de
endotoxinas y glucano en los e-liquidos, lo que aument6 la preocupacion respecto al
potencial de efectos respiratorios adversos que podrian ser ocasionados por estos productos
(Lee, Allen & Christiani, 2019).

En Guatemala, se han desarrollado limitados estudios con relacion a los riesgos
toxicoldgicos ocasionados por los compuestos quimicos y metales pesados que contienen
los EC. Sin embargo, no existe alguna investigacion respecto a la posible contaminacion
microbiana que pueden presentar. Esta contaminacion puede ser ocasionada a que los
productos son comercializados sin haberlos sometido a un analisis de calidad previo y la
falta de implementacion de buenas practicas de manufactura por parte de los fabricantes,
que no estan siendo autorizados como el resto de los productos para uso humano que se

comercializan en Guatemala, debido a la falta de regulacion nacional que los solicite.

El presente estudio se enfoco en la evaluacion de la calidad microbioldgica de los
e-liquidos comercializados en la ciudad de Guatemala, ya que, debido a la falta de
regulacién nacional no hay certeza que todos cumplan con las mismas caracteristicas. Este
trabajo determiné si los e-liquidos cumplen con las especificaciones microbiolégicas de
productos farmacéuticos por via inhalatoria descritas en la Farmacopea de los Estados
Unidos (USP por sus siglas en inglés), lo cual se efectué por medio del recuento total de
microorganismos aerobios, recuento total de mohos y levaduras, e identificacion de
microorganismos patdgenos Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa y bacterias

Gram negativas tolerantes a la bilis.

A partir de estos resultados, se pretendid generar informacion cientifica de utilidad
respecto a la posible presencia de microorganismos patégenos en los e-liquidos
comercializados en la ciudad de Guatemala, determinar el posible riesgo para la salud de
los consumidores y resaltar la importancia del desarrollo de leyes y normas que regulen

estos productos.



C. Planteamiento del problema
¢Los e-liquidos comercializados en Guatemala cumplen con las especificaciones

microbiolodgicas establecidas por la Farmacopea de Estados Unidos de América — USP 43

para productos por via inhalada?

D. Alcances y limites

Alcances

Mediante el estudio se analiz6 la calidad microbiologica segun la USP 43 en e-

liquidos distribuidos en la ciudad de Guatemala.

Limites
El alcance economico fue restringido debido al alto costo de los e-liquidos; como

consecuencia la muestra fue del tipo no aleatoria y por conveniencia.



I1l. Marco tedrico

A. Cigarros electronicos
Los cigarros electronicos (EC) también llamados e-cigs, e-pipas, vapes o0

vaporizadores son productos de tabaco que hacen referencia a los sistemas electronicos de
suministro de nicotina (ENDS por sus siglas en inglés). Estos dispositivos alimentados por
una bateria permiten suministrar el vapor de la nicotina sin la necesidad de quemar tabaco
(FDA, 2022). En 1927 fueron inicialmente propuestos por Joseph Robinson. Sin embargo,
fue hasta en la década del 2000 cuando la primera generacion de los EC estuvo disponible

en el mercado (Pinto et al., 2022).

A pesar de la variedad de tipos de EC en el mercado, todos cuentan con una boquilla,
una camara o cartucho, un atomizador y una bateria. Dentro del cartucho o camara se
encuentra lo que se conoce como “e-liquido”, que generalmente contiene nicotina,
saborizantes, propilenglicol y glicerina. Este liquido es calentado para crear un aerosol que
el consumidor inhala. Cabe resaltar que la concentracion de nicotina puede variar en un
rango de 0 a 24 mg/mL. Ademas, puede contener distintos sabores naturales o artificiales
entre los cuales se incluyen sabores a fruta, chocolate, menta, dulces, entre otros
(Santistevan, 2016).

B. Tipos de cigarros electronicos

1. Primera generacion
Los EC de primera generacion fueron disefiados para tener un aspecto y sensacion

similar a la de un cigarrillo convencional. Ademas, se les conoce como “one-time use” 0
“cig-a-like” ya que no son recargables o rellenables. La bateria es fija y de bajo voltaje
(Williams & Talbot, 2019; Montjean et al., 2023).



2. Segunda generacion

Los EC de segunda generacion, también conocidos como “claromizadores”, fueron
modificados para contar con un depdsito que pueda rellenarse de e-liquido y baterias que
pueden ser reemplazadas. Ademas, son transparentes y el volumen de liquido que puede

depositarse en ellos es mayor a los de primera generacién (Williams & Talbot, 2019;

Montjean et al., 2023).

3. Tercera generacion

Los EC de tercera generacion también conocidos como “Mods” incluyen baterias a
las que se les puede modificar el voltaje y la potencia. Estos se disefiaron para ser utilizados
por multiples veces y permiten personalizar las sustancias que se encuentran en el e-liquido

(Williams & Talbot, 2019; Montjean et al., 2023).

4. Cuarta generacion
Los EC de cuarta generacidn también llamados “Pod-Mods” incluyen un voltaje fijo
y baterias de distintas formas con un tiempo de carga extremadamente largo. Ademas,

vienen en diferentes tamafios y colores (Williams & Talbot, 2019; Montjean et al., 2023).

Primera Segunda Tercera Cuarta
generacion generacion generacion generacion
- .

Figura No. 1. Generaciones de cigarros electronicos

Fuente: adaptado de Jane et al. (2023).
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C. Prevalencia del uso de los e-cigarros
Las marcas de EC se han dirigido a los jovenes en linea, y los servicios de entrega

basados en aplicaciones han hecho que los EC sean mas accesibles para los jovenes
(Azagba, 2022). En consecuencia, estos dispositivos han sido el producto de tabaco mas
utilizado entre los jovenes desde el 2014 en Estados Unidos. En 2022 aproximadamente 1
de cada 30 estudiantes de sexto a noveno grado informo que habia usado EC en los ultimos
30 dias, y 1 de cada 7 estudiantes de bachillerato informé que habia usado EC en los ultimos
30 dias (CDC, 2022).

Entre 2017 y 2019, las cifras de jovenes que han utilizado EC oscilaron entre el
0.7% en Japon, y el 18.4% en Ucrania. Entre 2008 y 2015 el nimero de jovenes que alguna
vez habian usado ENDS y ENNDS (Sistemas Electronicos Sin Suministro de Nicotina)
aumento en Polonia, Nueva Zelanda, Corea del Sur y los Estados Unidos. Por otra parte,

disminuy6 en Canada e Italia y se mantuvo en Reino Unido (Jane, et al., 2023).

Un estudio que incluy6 a 14 paises demostro que la prevalencia del uso actual de
EC es menor en paises con politicas mas restrictivas en comparacién con paises con
politicas restrictivas y menos restrictivas. Asimismo, el uso de EC fue mas alto en paises
de ingresos altos, seguidos por paises de ingresos medios y luego de ingresos medios bajos.
Esto evidencia que la regulacion de un pais juega un papel importante la prevalencia del
consumo de EC (Gravely et al., 2019).

En 2019 en Guatemala, se llevé a cabo un estudio que evalud el uso de estos
dispositivos en estudiantes de escuelas privadas de la ciudad de Guatemala. La muestra
contaba con 1026 estudiantes. Este estudio evidencié que el producto de primer uso mas
comun fue el EC (56%), sequido de cigarros saborizados (24%) y finalmente cigarros
convencionales (20%) (Mus, 2023). Asimismo, otro estudio determind que los adolescentes
guatemaltecos perciben los EC como mas atractivos y menos dafiinos que los cigarros

tradicionales (Monzon et al., 2021).
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En 2020, se realiz6 un estudio donde se evidencid que el uso de productos de tabaco
calentado (HTP) en adolescentes fue de 2.9% en el Gltimo mes, pero 52.4% eran
susceptibles a su uso futuro o continuado. Lo cual demostré que la prevalencia del uso de
estos fue baja, pero la susceptibilidad a su uso a futuro era alta. Esto ocasionado por la falta

de regulacion/restriccion en el pais (Gottschlich, 2020).

D. Efectos de los e-cigarros sobre la salud
Los EC han sido asociados con ciertos efectos sobre la salud a pesar de la

informacién limitada que se tiene. Hasta el momento se sugiere que los dispositivos de
vapeo pueden ser menos dafiinos a los cigarros combustibles cuando la persona que fuma
regularmente los cambia como un reemplazo definitivo. Sin embargo, la nicotina sigue
siendo una droga altamente adictiva y se ha sugerido que puede preparar el sistema de
recompensa del cerebro lo cual permitiria la adiccion a otras drogas por parte de los
consumidores (NIDA, 2020).

Un estudio efectuado por Kaiser et al. (s.f), demostré que el uso de nicotina y/o
vapeo conduce a un empeoramiento de los resultados en el accidente cerebrovascular (Patel
et al., 2022). También, NASEM (2018) identifico distintas formas en las cuales la nicotina
en el aerosol generado por los EC podria dafiar el sistema respiratorio, asi como las
particulas pequefias y los saborizantes podrian afectar de forma independiente la funcion
pulmonar (Chaiton et al., 2023). Por otra parte, la exposicion a nicotina es causa de aborto
y parto prematuro en las mujeres embarazadas, y puede causar trastornos auditivos o alterar

el desarrollo fetal al ser capaz de atravesar la barrera placentaria (Reynales et al., 2018).

Se ha informado que en el proceso de calentamiento del e-liquido se puede producir
nuevos compuestos de descomposicion que pueden ser peligrosos (Marques, Piqueras &
Sanz, 2021). A través de los EC se podria llegar a exponer a los pulmones a mas de 7000
compuestos entre los cuales 70 de ellos se han reconocido como cancerigenos. Ademas, la

glicerina, el propilenglicol y los saborizantes de los EC son generalmente reconocidos por
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la FDA como seguros cuando se utilizan de acuerdo con buenas précticas de manufactura.
Sin embargo, Unicamente se ha estudiado su ingreso al organismo por via oral y los efectos
que estos podrian causar por su inhalacién crénica ain no han sido identificados (Di Cicco
et al., 2020).

Los adolescentes pueden llegar a pensar que los EC de sabores son menos dafinos.
Sin embargo, muchos de los saborizantes contienen aldehidos, que se conocen por irritar
las vias respiratorias en altas concentraciones (Planchet, 2020). En la adolescencia, la
exposicion a nicotina puede tener un efecto significativo en el cerebro de los adolescentes,
con riesgos que incluyen el deterioro de la memoriay la atencion, un mayor riesgo de abuso
de sustancias y adicciones y un bajo rendimiento académico (Jankowski et al, 2019). Otro
estudio concluy6 que tanto los componentes de nicotina como los que no contienen podrian
desempefiar un papel en los desajustes sociales, incluido el aprendizaje deficiente y los
problemas académicos, la agresividad, mala calidad del suefio, déficit de atencion,

depresidn e ideacion suicida (Alshanberi et al., 2021).

E. Mecanismo de ingreso por via inhalatoria
No estd fundamentado de una manera formal la via de ingreso al organismo, el

liquido se evapora y este ingresa de la misma forma que los productos por inhalacion e

incluso en algunos casos el ingreso podria ser por ingestion.

1. Mecanismo de ingreso de EC
Los EC por medio del calentamiento con bateria crean un aerosol que se asemeja a

vapor de agua. Sin embargo, contiene nicotina, saborizantes y otras sustancias quimicas. El
aerosol generado se inhala hacia los pulmones donde la nicotina y los quimicos llegan al

torrente sanguineo (Texas Health and Human Services, s.f).

2. Mecanismo de ingreso inhaladores farmaceéuticos
La administracion de farmacos por esta via puede variar dependiendo del tipo de

dispositivo. Sin embargo, en general estos producen un aerosol que puede ser una

suspension de particulas de polvo seco o liquidas en un gas, que es inhalado (Zabalegui &
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Lombrafia, 2019). Ambos tipos se activan por medio de la inhalacion a través de la boca, lo

que permite llevar el farmaco a los pulmones (Area de tecnologia educativa, 2013).

F. Calidad microbiologica
Para este estudio, se utilizardn como referencia los criterios microbioldgicos de

soluciones de uso por inhalacion segun la Farmacopea de los Estados Unidos 43 (USP-43),
debido a la ausencia de regulacion para los e-liquidos y la similitud que presentan ambos

productos con relacion a su via de ingreso.

Tabla No. 1. Criterios microbioldgicos para productos de uso por inhalacion.

Criterios de aceptacion Requisito
Recuento total de microorganismos aerobios (UFC/g o UFC/mL) 102
Recuento total combinado de levaduras/mohos (UFC/g o 10t
UFC/mL)
S. aureus (1g o 1mL) Ausencia
P. aeruginosa (1g o 1mL) Ausencia
Bacterias Gram negativas tolerantes a la bilis (1g o 1mL) Ausencia

Fuente: adaptado de USP 43. <1111> Examen microbioldgico de productos no estériles:
criterios de aceptacidn para preparaciones farmacéuticas y sustancias de uso farmacéutico
(USP, 2020).

1. Recuentos en placa
Este método se basa en la suposicion de que una bacteria crece y se divide para

desarrollar una sola colonia aislada. Sin embargo, no es totalmente verdadero, ya que las
bacterias frecuentemente crecen en cadenas 0 como grumos, por lo que una colonia no se
desarrolla por una sola bacteria sino por segmentos pequefios de bacterias. Los recuentos
en placa se expresan en unidades formadoras de colonias (UFC) (Case, Tortora & Funke,
2007).
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Método de vertido en placa

En este método se inocula generalmente 1 ml de las diluciones bacterianas en un
tubo con agar fundido que posteriormente se vierte en una placa Petri vacia y estéril. El
contenido se homogeneiza por medio de movimientos suaves en la placa hasta distribuir el
contenido y se deja solidificar. Seguidamente, se incuba y observa crecimiento a una
temperatura de 35 a 37°C por 24 a 48 horas) adecuado para cada microorganismo. Las
colonias crecen dentro del agar nutritivo, asi como en la superficie de este. EI método
permite el desarrollo de microorganismos aerobios, aerobios facultativos y microaerofilos
(Reynosa et al., 2023).

Cabe mencionar que una limitante del método de vertido es la temperatura del agar,

si este estd muy caliente puede inhibir el crecimiento de bacterias en el inoculo.

Método de dispersion superficial

Este método consiste en sembrar un volumen conocido de la dilucién de la muestra
respecto a un medio de cultivo previamente solidificado en una placa Petri (Ramirez, Parra
& Alvarez, 2017). Esta técnica permite el crecimiento de las colonias respecto a la
superficie del medio y evita que estas tengan contacto directo con el medio fundido (Case,
Tortora & Funke, 2007).

2. Recuento total de microorganismos aerobios (RTMA)
Los microorganismos aerobios son aquellos que presentan crecimiento en

condiciones normales, es decir aerobiosis a 35 °C (Chévez, 2021).

El recuento total aerobio es un indicador de la poblacidn bacteriana en las muestras
y resulta Gtil para evaluar su calidad (Wong, 2008). Un recuento bajo no asegura la ausencia
de patégenos o sus toxinas, asi como un recuento elevado no significa presencia de
microorganismos patogenos. Un recuento elevado puede indicar deficiencia en la
manipulacion durante el proceso/recoleccion, posibilidad de que existan patdgenos o la
alteracion de cualidades organolépticas de la materia o producto terminado (Paniagua,
2016).
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Recuento en Placa Agar

La eficacia de este medio se basa en el alto contenido nutricional de sus
componentes, el cual permite el desarrollo de las bacterias presentes en la muestra. Este
medio de cultivo se recomienda para el recuento de bacterias aerobicas en aguas, aguas
residuales, productos lacteos y otros alimentos, asi como medio general para determinar

poblaciones microbianas (Britania, 2021).

Especificaciones: Segun la Farmacopea de los Estados Unidos 43 (USP-43), en los
productos farmacéuticos no estériles, de uso inhalado, la cantidad de aerobios no excede
10% UFC/mL.

3. Recuento total combinado de hongos filamentosos y levaduras (RTCHL)
Los hongos son organismos protistas no fotosintéticos que se proliferan como una

masa de filamentos ramificados entrelazados (hifas) conocida como micelio. Por su parte,
las levaduras son hongos unicelulares, que no forman micelio y forman yemas para
reproducirse (Archila, 2009).

La mayoria de los hongos son organismos aerobios, es decir que necesitan de
oxigeno para crecer, mientras que las levaduras son organismos anaerobios, es decir que
necesitan poco o nada de oxigeno para desarrollarse. Para la mayoria de los hongos y
levaduras, la temperatura 6ptima de crecimiento se encuentra alrededor de 25 a 30°C, pero
puede llegar a 40 a 45°C (Archila, 2009). El tiempo de incubacién y crecimiento de estos
organismos es prolongado. Para levaduras generalmente se observa un crecimiento entre
24 a 48 horas que puede variar segun el género, pero para hongos puede ser de hasta 7 dias

para considerar un resultado negativo (Porres & Ruiz, 2018).

Los hongos son capaces de provocar infecciones en la piel, pero estas son leves y
muy comunes. Mientras que las infecciones en los pulmones pueden ser mas graves y en
ocasiones causar sintomas similares a los de otras enfermedades, como la neumonia
bacteriana o tuberculosis. Asimismo, pueden provocar infecciones sanguineas y
meningitis, siendo estas menos comunes que las anteriores, pero podrian ser mortales
(CDC, 2023).
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Agar Dextrosa Sabouraud

Este es un medio es utilizado para el aislamiento, identificacion y conservacion de
hongos. Por el alto contenido de glucosa, la presencia de cloranfenicol y el pH acido,
inhiben el crecimiento bacteriano y favorecen el crecimiento de hongos y levaduras
(Britania, 2011).

Especificaciones: Segun la Farmacopea de los Estados Unidos 43 (USP-43), en los
productos farmacéuticos no estériles, de uso inhalado, la cantidad de hongos y levaduras
no excede 10 UFC/mL.

4. Staphylococcus aureus
Clasificado como un coco Gram positivo, catalasa y coagulasa positiva. Es patégeno

y Su respiracion es anaerobia facultativa (Carmona, 2022). La mayoria de los
Staphylococcus producen catalasa (enzima capaz de desdoblar el peroxido de hidrdgeno en
agua y oxigeno libre). A partir de esta caracteristica lo diferencian de los géneros
Streptococcus y Enterococcus que son catalasas negativas (Cervantes, Garcia, Salazar,
2014).

La principal fuente de contaminacion por Staphylococcus se debe a la manipulacion
humana, debido a que muchas de las especies de este género son habitantes normales del
cuerpo humano encontrados en la microbiota de la piel. Sin embargo, el S. aureus, es el
patégeno més destacado y encontrado (Alonso & Poveda, 2008). Los S. aureus pueden
causar varias infecciones pidgenas (produccién de pus) en piel y otros padecimientos como
osteomielitis, infecciones profundas, neumonia, endocarditis, pericarditis, meningitis, entre
otras (Arteaga & Arteaga, 2005).

Agar Manitol Sal

Este es un medio selectivo utilizado para aislar Staphylococcus patdgenos,
principalmente S. aureus. En su composicion cuenta con el indicador de pH Ilamado rojo
fenol, el cual cambia de color rojo a amarillo en un medio acido, por lo que al desarrollarse

colonias de S. aureus fermentadoras de manitol, se produce acido que reacciona con el
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indicador y forma colonias de color amarillo, indicando la presencia de estos
microorganismos (Duran, Zhurbenko & Viera, 2004).

5. Pseudomonas aeruginosa
Clasificada como bacilo Gram negativo no fermentador, es motil y su respiracion es

aerobia (Carmona, 2022). Su metabolismo facilita su adaptacion en diferentes héabitats lo
que le permite utilizar las fuentes de carbono o nitrogeno para su nutricion (Estupifian et
al., 2016). Ademas, le permite sobrevivir en ambientes de bajo oxigeno y crecer en rangos
de temperatura de 4 a 42 °C (Ochoa et al., 2013).

En consecuencia, a su habilidad de adaptacion y capacidad de sobrevivir en
ambientes acuosos de escasos nutrientes, estos organismos son un riesgo en el ambiente
hospitalario, ya que se han encontrado en distintas soluciones incluyendo desinfectantes,
jabones, distintos fluidos de irrigacion y dialisis, asi como también en los equipos médicos
utilizados y otras superficies hospitalarias (Ruiz, 2007). Lo anterior favorece su
colonizacién en individuos inmunocomprometidos, causando infecciones en el tracto

pulmonar, urinario, tejidos, heridas y otras infecciones de sangre (Archila, 2009).

Las bacterias del genero Pseudomonas, incluida la P. aeruginosa se encuentran
presentes en el suelo y agua. Estos microorganismos crecen en areas himedas como
fregaderos, lavabos, piscinas y jacuzzis clorados de forma incorrecta y en soluciones
antisépticas caducadas (Bush, 2022). A partir de esto, la presencia de esta bacteria puede
indicar un mal manejo en el proceso de elaboracion de un producto, asi como deficiencia
en la asepsia de materias primas y conductos de entrada de agua utilizados en la produccion
(Bustos, GOmez & Gutiérrez, 2019).

Agar Cetrimida

Este es un medio selectivo para Pseudomonas, al tener como uno de sus
componentes al amonio cuaternario inhibe el crecimiento de otras especies y selecciona a
este microorganismo. La temperatura de 42°C favorece el crecimiento de P. aeruginosa e

inhibe el crecimiento de otras especies Pseudomonas. Las colonias de esta especie
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producen un pigmento verde azulado por la produccién de piocianina y son fluorescentes
al observarse con luz ultravioleta (Pascual & Calderén, 1999).

6. Bacterias Gram negativas tolerantes a la bilis
De acuerdo con el sitio web de la Farmacopea de los Estados Unidos, estas bacterias

operativamente se definen como aquellos microorganismos que muestran crecimiento en
las condiciones establecidas en el medio Agar Violeta Rojo Bilis Glucosa. El grupo incluye
bacterias Gram negativas que crecen en presencia de sales biliares, no fermentadoras de
lactosa, pero capaces de utilizar glucosa. Algunos ejemplos incluyen miembros de la
familia Enterobacteriaceae, Pseudomonas y Aeromonas (USP, s.f).

Las enterobacterias constituyen la familia enterobacteriaceae, la cual esta
comprendida por bacilos Gram negativo aerobios y anaerobios facultativos. Algunos
géneros importantes de esta familia incluyen a Escherichia, Shigella, Klebsiella,
Salmonella, Proteus, Serratia, Citrobacter, entre otras. Esta familia se caracteriza por
crecer en ambientes aerobios como anaerobios, no forman esporas, fermentan la glucosa y
son oxidasa negativos (Medina, 2010). Algunos microorganismos como Escherichia coli
son parte normal de la microbiota y ocasiones pueden originar enfermedades. Sin embargo,
otros como las salmonelas y shigelas siempre causan enfermedades infecciosas al ser
humano (Carroll et al., 2015).

Agar Violeta rojo Bilis Glucosa

Este es un medio selectivo usado en el aislamiento y recuento de enterobacterias. Al
contener cristal violeta y sales biliares inhibe el crecimiento de la flora acompafiante Gram
positiva. Las colonias de las enterobacterias precipitan sales biliares y fermentan la glucosa
produciendo acido lo que lleva a la formacion de colonias rojas o purpuras rodeadas del

mismo color (Allaert & Escola, 2002).

G. Regulacion de cigarros electronicos y e-liquidos
Phillips (2022) indic6 que la Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA)

intentd por primera vez regular los EC hace mas de una década. Sin embargo, fue hasta el
2016 que en Estados Unidos empezaron a regularlos como productos de tabaco. Segun esa
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regulacion, las empresas debian presentar una solicitud a la FDA para continuar con la
comercializacion de los productos de vapeo existentes o para vender nuevos productos
(Phillips, 2022).

A nivel mundial 73 paises incluidos Austria, Canada, Chile, China, Costa Rica,
Alemania y El Salvador permiten la venta de EC por medio de la implementacion de
restricciones/regulaciones de venta. Sin embargo, solo 36 de estos paises regulan el
contenido de nicotina (GGTC, 2021). Paises latinoamericanos como Uruguay, México y
Panama han prohibido la venta de cigarros electronicos. En otros paises como el Reino
Unido, los fabricantes pueden solicitar una licencia médica para venderlos como

medicamentos (Chacon et al., 2017).

Algunos paises africanos y latinoamericanos permiten la venta de EC sin alguna ley
que los regule (GGTC, 2021). En este grupo se incluye Guatemala, el cual actualmente no
cuenta con una legislacion o acuerdo ministerial para regular la venta y consumo de EC.
Esto segun el legislador Rodolfo Neutze, ha provocado un incremento en su uso sin ninguna

restriccion en menores de edad (De Leon, 2022; Albani, 2020).

Las autoridades de Guatemala han sefialado que el gran problema es que varios de
estos cigarros no son productos derivados del tabaco, por lo que para desarrollar una
regulacion es necesaria una base legal (una ley), ya que las que existen actualmente no
contemplan este tipo de productos, Unicamente una sancion de nicotina (Alvarez, 2022;
MSPAS, 2022). Sin embargo, esto no deberia ser un impedimento, si no una razén para
tomar accion en el desarrollo de leyes o restricciones que regulen la comercializacion de

estos dispositivos.
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IV. Marco metodologico

A. Objetivos

1.

Objetivos generales

a. Demostrar si los e-liquidos comercializados en Guatemala, cumplen con las
especificaciones microbioldgicas establecidas por la Farmacopea de Estados Unidos de
Ameérica — USP 43 para productos por via inhalada.

b. Generar informacion cientifica de utilidad hacia la poblacién guatemalteca relacionada
a la calidad microbioldgica de los e-liquidos comercializados en la Ciudad de
Guatemala.

2. Objetivos especificos

a. Determinar el recuento total de microorganismos aerdbicos en las muestras de e-
liquidos.

b. Evaluar el recuento total de mohos y levaduras en las muestras de e-liquidos.

c. Identificar la presencia de Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa y bacterias
Gram negativas tolerantes a la bilis en las muestras de e-liquidos.

B. Hipotesis

1. Hipdtesis de investigacion (Hi)

Los e-liquidos comercializados en Guatemala no cumplen con las especificaciones

microbiolodgicas establecidas por la Farmacopea de Estados Unidos de América — USP 43

para productos por via inhalada.

2.

Hipotesis nula (Ho)
Los e-liquidos comercializados en Guatemala cumplen con las especificaciones

microbioldgicas establecidas por la Farmacopea de Estados Unidos de América — USP 43

para productos por via inhalada.

C. Variables

1.
a.

b.

Variables independientes
Marca

Sabor
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c. Contenido de nicotina
d. Empaque (advertencia de salud, material de empaque)

e. Precio

2. Variables dependientes
a. Presencia de microorganismos patdégenos

b. Concentracién de microorganismos patdgenos

D. Poblacion y muestra

1. Poblacién
E-liquidos comercializados en la Ciudad de Guatemala

2. Muestra
Se establecid el nimero de muestra = 10 para e-liquidos de variedad de sabores

comercializados en la ciudad de Guatemala. El disefio de seleccién de muestras fue no
probabilistico y sesgado por conveniencia debido al limite econémico. La muestra no es
representativa respecto a la poblacion general de e-liquidos por ser un producto que cambia
constantemente en el mercado y al no estar regulado puede adquirirse en varios lugares e

incluso el consumidor podria alterarlo antes de su consumo.

E. Criterios de inclusion y exclusion

Criterios de inclusion
a. E-liquidos que puedan adquirirse en centros comerciales o por tiendas virtuales en

=

redes sociales en el departamento de Guatemala

b. E-liquidos con un precio menor o igual a Q50.00 por unidad

2. Criterios de exclusion
E-liquidos con un precio mayor a Q50.00 por unidad

F. Procedimiento

1. Metodologia de investigacion
Inicialmente se llevo a cabo una revision bibliografica respecto a generalidades de

cigarros electronicos y e-liquidos, su efecto en el organismo y la regulacion nacional e
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internacional. Asimismo, de los analisis microbioldgicos que posteriormente se utilizaron
para desarrollar la metodologia de analisis que evaluara la calidad microbioldgica de los e-
liquidos. Posteriormente se desarrollé el plan de investigacion incluyendo antecedentes,

metodologia, seleccion de la muestra, criterios de inclusion y exclusion.

Con relacién a la seleccion y obtencion de muestra, se identificaron posibles
proveedores de e-liquidos en la Ciudad de Guatemala, y en base en los criterios de inclusion
se adquirieron 10 muestras en tiendas distintas. Las cuales fueron sometidas al analisis
microbiologico descrito en el siguiente inciso.

2. Andlisis microbioldgico
a. Preparacion de la muestra

Para la preparacion de la muestra, se coloc6 0.2 mL del e-liquido en 1.8 mL de
agua esterilizada y se procedio a preparar diluciones 1:10, 1:100 y 1:1000 transfiriendo
0.2 mL de la dilucion inicial, en otro tubo que contenia 9 veces el volumen del diluyente.
b. Recuento total de microorganismos aerébicos

Dispersion superficial

Se adicionaron de 15 a 20 ml de Agar PCA previamente fundido en bafio maria y
enfriado aproximadamente a 45 °C en cada placa de Petri. Luego se agité en movimientos

circulares para lograr una mezcla homogénea.

Se inocularon las muestras en las placas previamente preparadas y se incubaron de
30 a 35 °C en una incubadora durante 48 horas. Posteriormente, se tomd la media aritmética

de los recuentos por medio y se calculo el nimero de UFC por ml del producto.

Lectura e interpretacion de resultados

El valor promedio del nimero de unidades formadas de colonias por mililitro
(UFC/mL) de muestra se efectué multiplicando el nimero de colonias contadas en cada

dilucion por el factor de dilucion correspondiente.
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N=C*D
Donde;

N = Unidades formadoras de colonia por mililitro de muestra
C = Numero de colonias

D = Factor de dilucion

Criterio de aceptacion

El producto no debera exceder de 10?2 UFC por mililitro de muestra
c. Recuento total de mohos y levaduras

Dispersion superficial

Se adicionaron de 15 a 20 ml de Agar Dextrosa Sabouraud previamente fundido en
bafio maria y enfriado aproximadamente a 45 °C en cada placa de Petri. Luego se agit6 en

movimientos circulares para lograr una mezcla homogénea.

Se inocularon las muestras en las placas previamente preparadas y se incubaron de
20 a 25 °C en una incubadora durante 7 dias. Posteriormente, se tomo la media aritmética

de los recuentos por medio y se calcul6 el nimero de UFC por ml del producto.

Lectura e interpretacion de resultados

El valor promedio del nimero de unidades formadas de colonias por mililitro
(UFC/mL) de muestra se efectué multiplicando el nimero de colonias contadas en cada

dilucion por el factor de dilucion correspondiente.
N=C*D
Donde;

N = Unidades formadoras de colonia por mililitro de muestra

C = NuUmero de colonias
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D = Factor de dilucion

Criterio de aceptacion
El producto no debera exceder de 10 UFC por mililitro de muestra

d. ldentificacion de S. aureus
Dispersion superficial

Se adicionaron de 15 a 20 ml de Agar Manitol Sal previamente fundido en bafio
maria y enfriado aproximadamente a 45 °C en cada placa de Petri. Luego se agito en

movimientos circulares para lograr una mezcla homogeénea.

Se inocularon en las placas de Agar Manitol Sal las muestras previamente

preparadas y se incubaron a una temperatura de 30 a 35 °C durante un periodo de 24 h.

Criterio de aceptacion

El crecimiento de colonias amarillas o blancas rodeadas de una zona amarilla indica
la presencia de S. aureus. El producto cumple con la prueba si no se desarrollan colonias

de los tipos descritos.
e. ldentificacién de P. aeruginosa
Dispersion superficial

Se adicionaron de 15 a 20 ml de Cetrimida previamente fundido en bafio maria y
enfriado aproximadamente a 45 °C en cada placa de Petri. Luego se agité en movimientos

circulares para lograr una mezcla homogénea.

Se inocularon en las placas de Agar Cetrimida las muestras previamente preparadas

y se incubaron una temperatura de 30 a 35 °C durante un periodo de 24 h.
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Criterio de aceptacion

El crecimiento de colonias (generalmente verdosas) indica la posible presencia de

P. aeruginosa. El producto cumple con la prueba si no se desarrollan colonias.
f. ldentificacion de bacterias Gram negativas tolerantes a la bilis
Dispersion superficial

Se adicionaron de 15 a 20 ml de Agar Violeta Rojo Bilis Glucosa previamente
fundido en bafio maria y enfriado aproximadamente a 45 °C en cada placa de Petri. Luego

se agitd en movimientos circulares para lograr una mezcla homogénea.

Se inocularon en las placas de Agar Violeta Rojo Bilis Glucosa las muestras
previamente preparadas y se incubaron a una temperatura de 30 a 35 °C durante un periodo
de 18 a 24 horas.

Nota: La metodologia planteada por la USP utiliza Caldo Mossel para el
enriquecimiento de enterobacterias. Sin embargo, se inocularon directamente las muestras

en el medio selectivo.
Criterio de aceptacion

El producto cumple con la prueba si no se desarrollan colonias (USP 43, 2020).

G. Disefo de investigacion
La investigacion se consideré un disefio exploratorio y descriptivo, ya que

actualmente no se han efectuado investigaciones respecto a analisis microbiologicos en e-
liquidos en la ciudad de Guatemala, por lo que se buscd recopilar y describir datos, con el
fin de que puedan ser utilizados como referencia para futuras investigaciones mas

complejas.

H. Analisis estadistico
Analisis estadistico descriptivo. Los datos fueron expresados en distribuciones de

frecuencia y medidas de tendencia central. Asimismo, se representaron por medio de

gréaficas para facilitar su interpretacion.
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V. Marco operativo

A. Recoleccion y tratamiento de datos
Se adquirieron e-liquidos de marca comercial en tiendas virtuales de redes sociales,

dentro del departamento de Guatemala. Posteriormente, se llevd a cabo el analisis

microbioldgico para cada muestra.

B. Recursos

1. Humanos
Autora: Daniela Fernandez Barrios

Asesora principal: M.Sc. Carolina Guzméan Quilo
Revisora: Licda. Christa Contreras

Revisor: Dr. Joaquin Barnoya

2. Materiales

Medios y caldos de cultivo

a. Agar Dextrosa Sabouraud
b. Agar PCA

c. Agar Violeta Rojo Bilis Glucosa
d. Agar Cetrimida

e. Agar Manitol Sal

Equipo de laboratorio

a. Incubadora Barnstead/Lab Line Max Q 4000
b. Balanza analitica Precisa XB 220?

c. Refrigeradora marca Frigidaire

d. Bafio Maria

e. Autoclave Napco 8000-DSE

f. Termometro

g. Micropipetas automaticas Eppendorf

h. Campana de flujo laminar Biobase
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Otros materiales

Cajas de Petri

T &

Puntas de Micropipetas

Tubos de ensayo

a o

Espatula

@

Cinta de testigo

=h

3. Econdémicos

Equipo de proteccidn personal: bata, guantes

Tabla No. 2. Aspectos econémicos para proyecto de investigacion.

Muestra Cantidad Precio (Q)
E-liquidos 10 500.00
Transporte 1 1,000.00
Internet 1 250.00
Hojas de papel 200 23.16
Computadora 1 2,000.00
Impresora 1 359.00
Tinta para impresora 1 100.00
Celular 1 1,000.00
Reactivos 6 5,000
Total 10,232.16

Este estudio fue financiado por la autora y la Universidad del Valle de Guatemala
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VI. Resultados

Tabla No. 3. Determinacién de aerobios meséfilos en e-liquidos comercializados en la
ciudad de Guatemala

Muestras Dilucion Aerobios mesofilos
1 1:10 Ausencia
1:100 Ausencia
1:1000 Ausencia
2 1:10 Ausencia
1:100 Ausencia
1:1000 Ausencia
3 1:10 Ausencia
1:100 Ausencia
1:1000 Ausencia
4 1:10 5 UFC/mL *
1:100 Ausencia
1:1000 Ausencia
5 1:10 Ausencia
1:100 Ausencia
1:1000 Ausencia
6 1:10 Ausencia
1:100 Ausencia
1:1000 Ausencia
7 1:10 Ausencia
1:100 50 UFC/mL *
1:1000 Ausencia
8 1:10 Ausencia
1:100 Ausencia
1:1000 Ausencia
9 1:10 Ausencia
1:100 Ausencia
1:1000 Ausencia
10 1:10 Ausencia
1:100 Ausencia
1:1000 1000 UFC/mL*

*El valor representa la media de las dos replicas analizadas para cada dilucion
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Gréfica No. 1. Interpretacion recuento de aerobios mesofilos en e-liquidos
comercializados en la ciudad de Guatemala

m Ausencia =< 102 UFC/mL

Fuente: Tabla No. 3. Determinacion de aerobios mesofilos en e-liquidos comercializados
en la ciudad de Guatemala.

Nota: los valores graficados fueron los resultados obtenidos en la dilucién 1:10. El criterio
de aceptacion de la calidad microbioldgica se interpreta de la siguiente manera: 10 UFC,
recuento maximo aceptable = 200
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Tabla No. 4. Determinacion de mohos y levaduras en e-liquidos comercializados en la

ciudad de Guatemala

Muestras Dilucion Mohos y levaduras

1 1:10 Ausencia
1:100 150 UFC/mL~*
1:1000 1000 UFC/mL*

2 1:10 Ausencia
1:100 50 UFC/mL*
1:1000 Ausencia

3 1:10 5 UFC/mL*
1:100 Ausencia
1:1000 Ausencia

4 1:10 35 UFC/mL*
1:100 Ausencia
1:1000 500 UFC/mL*

5 1:10 5 UFC/mL*
1:100 Ausencia
1:1000 Ausencia

6 1:10 5 UFC/mL*
1:100 1700 UFC/mL
1:1000 Ausencia

7 1:10 Ausencia
1:100 50 UFC/mL *
1:1000 Ausencia

8 1:10 Ausencia
1:100 50 UFC/mL*
1:1000 Ausencia

9 1:10 Ausencia
1:100 Ausencia
1:1000 2500 UFC/mL*

10 1:10 10 UFC/mL*
1:100 150 UFC/mL*
1:1000 1500 UFC/mL~*

*El valor representa la media de las dos replicas analizadas para cada dilucion.
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Gréfica No. 2. Interpretacion de recuento de mohos y levaduras en e-liquidos
comercializados en la ciudad de Guatemala

= <10 UFC/mL = > 10" UFC/mL

Fuente: Tabla No. 4. Determinacién de mohos y levaduras en e-liquidos comercializados
en la ciudad de Guatemala.

Nota: los valores graficados fueron los resultados obtenidos en la dilucién 1:10. El criterio
de aceptacion de la calidad microbioldgica se interpreta de la siguiente manera: 10! UFC,
recuento maximo aceptable = 20
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Tabla No. 5. Determinacion de S. aureus en e-liquidos comercializados en la ciudad de

Guatemala
Muestras S. aureus
1 Ausencia
2 Ausencia
3 Ausencia
4 Presencia
5 Ausencia
6 Ausencia
7 Ausencia
8 Ausencia
9 Ausencia
10 Ausencia

Gréfica No. 3. Interpretacion de identificacion de S. aureus en e-liquidos comercializados
en la ciudad de Guatemala

m Ausencia = Presencia

Fuente: Tabla No. 5. Determinacion de S. aureus en e-liquidos comercializados en la
ciudad de Guatemala.
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Tabla No. 6. Determinacion de P. aeruginosa en e-liquidos comercializados en la ciudad
de Guatemala

Muestras P. aeruginosa
1 Ausencia
2 Ausencia
3 Ausencia
4 Ausencia
5 Ausencia
6 Ausencia
7 Ausencia
8 Ausencia
9 Ausencia
10 Ausencia

Gréfica No. 4. Interpretacion de identificacion de P. aeruginosa en e-liquidos
comercializados en la ciudad de Guatemala

0%

m Ausencia = Presencia

Fuente: Tabla No. 6. Determinacién de P. aeruginosa en e-liquidos comercializados en la
ciudad de Guatemala.
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Tabla No. 7. Determinacién de bacterias Gram negativas tolerantes a la bilis en e-liquidos
comercializados en la ciudad de Guatemala

Muestras Bacterias Gram negativas tolerantes a la
bilis
1 Ausencia
2 Ausencia
3 Ausencia
4 Ausencia
5 Ausencia
6 Ausencia
7 Ausencia
8 Ausencia
9 Ausencia
10 Ausencia

Grafica No. 5. Interpretacion de identificacion de bacterias Gram negativas tolerantes a la
bilis en e-liquidos comercializados en la ciudad de Guatemala

%

= Ausencia Presencia

Fuente: Tabla No. 7. Determinacion de bacterias Gram negativas tolerantes a la bilis en -
liquidos comercializados en la ciudad de Guatemala.
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Tabla No. 8. Cumplimiento de las especificaciones de caracter microbioldgico de la USP

43
Muestras Cumplimiento de especificaciones
1 Cumple
2 Cumple
3 Cumple
4 No cumple
5 Cumple
6 Cumple
7 Cumple
8 Cumple
9 Cumple
10 Cumple

Grafica No. 6. Cumplimiento de las especificaciones de caracter microbioldgico de la USP
43

= Cumple = No cumple

Fuente: Tabla No. 8. Cumplimiento de las especificaciones de caracter microbiolégico de
la USP 43.
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VII. Discusion de resultados

El proposito de la presente investigacion fue analizar la calidad microbioldgica en
muestras de liquidos para cigarros electronicos, segun el método y especificaciones de
referencia establecidos por la Farmacopea de Estados Unidos de América — USP 43 para
productos por via inhalada. Los e-liquidos adquiridos correspondieron a los sabores de
frutas y Marlboro, de menor precio en tiendas virtuales en la ciudad de Guatemala.

Para el recuento de aerobios meséfilos, hongos y levaduras se tomé como referencia
la dilucién 1:10 debido a que fue posible hacer el conteo en dicha dilucion y en algunas
muestras como por ejemplo la muestra 7 (ver Tabla No. 3 y 4), se observo el crecimiento
de microorganismos, Unicamente en diluciones menores como la 1:100 o 1:1000, lo cual
podria atribuirse a contaminacién ambiental, contaminacion del microtubo utilizado en la

preparacion de la muestra o la muestra fue tomada en una parte no homogénea.

En el anélisis de calidad microbiol6gica para la determinacion de aerobios meséfilos
reportado en los resultados (Tabla No. 3., Gréafica No. 1.) se observéd que el 10% de las
muestras de e-liquidos presentd un resultado de recuento positivo de 5 UFC/mL. Sin
embargo, se encuentra dentro del rango permisible tomado como referencia. Mientras que
el 90% restante muestra resultados de recuento que demuestran cargas bacterianas nulas.
Esta prueba refleja la calidad sanitaria de los productos analizados, asi como de las materias
primas y forma de manipulacion de los productos durante el proceso de manufactura
(Torres, 2006).

En el analisis de calidad microbiolégica para la determinacion de mohos y levaduras
reportado en los resultados (Tabla No. 4., Gréfica No. 2.) se observé que el 10% de las

muestras de e-liquidos presento un resultado de recuento positivo de 35 UFC/mL superando

36



el limite permisible tomado como referencia. Mientras que el 90% restante muestra
resultados de recuento que demuestran cargas fangicas bajas dentro de los limites
permisibles. La contaminacion por hongos representa un riesgo potencial ya que puede

influir en el deterioro del producto, asi como representar un peligro en

la salud de la persona que lo consume (Sandle, 2014).

Los hongos son adaptables y versatiles y se encuentran presentes en el medio
ambiente de forma natural. Las posibles fuentes de contaminacion de hongos incluyen
zonas mal ventiladas y un almacenamiento inadecuado en donde &areas himedas o de
temperaturas altas pueden crear un entorno apropiado para su crecimiento. Asimismo, la
presencia de estos organismos podria indicar una contaminacion cruzada en el proceso de
manufactura (Eckford & Sandle, 2023).

A partir de los resultados obtenidos es recomendable llevar a cabo analisis
complementarios y mas especificos para la determinacion de hongos y levaduras, como
puede ser la determinacidn de toxinas fungicas o glucanos derivados de hongos. Esto por
medio de métodos cromatogréaficos o deteccion del B-(1—3)-D-glucano, componente de la

pared de quitina presente en hongos y levaduras (Alonso et al., 2005).

Por otra parte, se identificd que el 10% de las muestras analizadas mostraron
presencia de Stapylococcus aureus, como se muestra en los resultados reportados (Tabla
No. 5., Gréfica No. 3.). S. aureus es un organismo encontrado en la piel que puede
representar una causa importante de contaminacién, por lo cual su presencia puede deberse
a una manipulacion inadecuada o procesos de limpieza deficientes, ya que es bastante
vulnerable a la destruccion por tratamiento téermico y a casi todos los agentes desinfectantes.
Este organismo en la piel no presenta un dafio potencial, pero si ingresa al torrente
sanguineo, puede causar enfermedades potencialmente mortales (Montero, 2021; Tallent et
al.,2019).
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La identificacion de Pseudomonas aeruginosa (Tabla No. 6., Grafica No. 4.)
demuestra ausencia de este microorganismo en el 100% de las muestras analizadas. Se debe
tener en cuenta que la presencia de esta bacteria podria indicar un mal manejo en el proceso
de elaboracion de un producto, asi como deficiencia en la asepsia de materias primas y
conductos de entrada de agua utilizados en la produccion de estos productos (Bustos,
GOmez & Gutiérrez, 2019).

El mismo caso ocurrid en la identificacion de bacterias Gram negativas tolerantes a
la bilis, como se muestra en los resultados reportados (Tabla No. 7., Grafica No.5.) donde
el 100% de las muestras analizadas indicaron ausencia de estos microorganismos. La
determinacion de la familia Enterobacteriaceae, la cual es una de las principales dentro de
este grupo de microorganismos, se utiliza como indicador de la calidad higiénica, asi como

posible fuente de contaminacion fecal (Carrascal, Paez & Burbano, 2003).

Cabe resaltar que un estudio demostré que el propilenglicol y la glicerina presentan
cierta actividad antimicrobiana hacia los microorganismos patdgenos S. aureus y E. coli
(Nalawade, Bhat & Sogi, 2015), por lo que el crecimiento bacteriano en los liquidos podria
verse inhibido por estos dos solventes que son los principales componentes en la
formulacién de estos productos. Asimismo, la ausencia de agua en la formulacion de
algunas de las muestras posiblemente no permite el crecimiento microbiano, ya que es
necesaria cierta cantidad de agua para la multiplicacion y el desarrollo de microorganismos
(Carreira et al., 2007).

La presencia de microorganismos en e-liquidos o cigarros electronicos podria
representar un riesgo potencial, especialmente porque son dispositivos utilizados en bares,
discotecas o pubs donde existe el acercamiento entre personas y regularmente son
compartidos entre ellas (Ignacio & Entrenas, 2020). El riesgo de transmision de

microorganismos entre personas también puede aumentar debido a que, al estar en contacto
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con la boca, las boquillas de estos dispositivos podrian convertirse en un reservorio
potencial para hospedar el crecimiento microbiano y en consecuencia llevar patégenos
hacia los pulmones de los consumidores (Hui-Chih, 2014). Esto provocaria que los
consumidores sean mas susceptibles a contagiarse de distintas enfermedades infecciosas

como por ejemplo la meningitis y neumonia.

De acuerdo con los resultados obtenidos en todas las pruebas, se determind
el cumplimiento de las especificaciones microbioldgicas (Tabla No. 8., Grafica No. 6.)
donde el 10% de las muestras de e-liquidos comercializados en Guatemala no cumplen
con todas las especificaciones y limites microbiologicos permitidos segun la Farmacopea
de Estados Unidos de América — USP 43 para productos farmacéuticos por via
inhalada. Cabe mencionar que dichas especificaciones no fueron establecidas para este
tipo de producto y que el método de analisis con el que se evaluaron constituye un método
preliminar debido a que, al no ser productos regulados a nivel nacional, no se define
alguna metodologia o estandarizacién para la determinacion de microorganismos
establecida en algun reglamento o guia para la evaluacion de estos productos. Sin
embargo, los resultados brindan un panorama general de la calidad microbiologica de

estos productos.
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VIIl. Conclusiones

El 10% de la muestra analizada de e-liquidos comercializados en Guatemala, no
cumplen con todas las especificaciones microbioldgicas establecidas por la Farmacopea

de Estados Unidos de América — USP 43 para productos por via inhalada.

Se generd un informe de utilidad hacia la poblacion guatemalteca sobre la calidad
microbioldgica de los e-liquidos comercializados en la Ciudad de Guatemala, el cual
pretende brindar un mejor panorama sobre el riesgo que estos productos pueden

presentar hacia los consumidores.

Se determind que el 90% de las muestras analizadas de e-liquidos comercializados en
la ciudad de Guatemala presentan ausencia de bacterias mesofilas aerobicas y el 10%

presentan un recuento total dentro del limite permisible.

Se determind que al menos el 10% de las muestras analizadas de e-liquidos
comercializados en la ciudad de Guatemala presentan recuento de mohos y levaduras
que sobrepasan los limites establecidos, lo cual puede indicar un almacenamiento

inadecuado de los productos o contaminacion cruzada durante la produccion.

Se verifico que el 10% de las muestras obtuvo resultado positivo para la presencia del
microorganismo patdgeno Staphylococcus aureus, lo cual es considerado un indicador
de contaminacion y deficiencia en los métodos de limpieza en el area de fabricacion.

Se establecio que en el 100% de las muestras de e-liquidos hubo ausencia de los
microorganismos patdgenos Pseudomonas aeruginosa y bacterias Gram negativas

tolerantes a la bilis.

La presencia de microorganismos en e-liquidos y cigarros electronicos representa un
riesgo potencial el cual aumenta al ser dispositivos que se comparten entre personas,

haciendo que estas sean mas susceptibles a contagiarse de enfermedades infecciosas.
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IX. Recomendaciones

Con el estudio realizado no es posible generalizar que todos los e-liquidos
comercializados en Guatemala no presentan contaminacion de tipo microbiolégico y no
representan un riesgo a la poblacién guatemalteca por lo que se recomienda un estudio

con una muestra mas amplia.

Revision e implementacién de un método para el analisis microbioldgico en e-liquidos,

debido a que no existe documentacion al respecto en fuentes oficiales.

Implementacion de normativas que soliciten una evaluacién previa a la
comercializacion de estos liquidos, abarcando aspectos como la toxicidad, estabilidad y
calidad de estos ya que al ser productos que cambian constantemente en el mercado no

hay certeza que todos cumplan con las mismas caracteristicas.

Desarrollo de analisis complementarios como la determinacién de glucano y

endotoxinas, los cuales son toxinas bacterianas y fungicas.
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XIl. Anexos

A. Glosario

1.

Cigarros electronicos: productos de tabaco que hacen referencia a los sistemas
electronicos de suministro de nicotina (ENDS por sus siglas en inglés). Estos
dispositivos alimentados por una bateria permiten suministrar el vapor de la nicotina sin
la necesidad de quemar tabaco (FDA, 2022).

E-liquido: liquido utilizado en cigarros electronicos, el cual generalmente contiene
nicotina, saborizantes, propilenglicol y glicerina. Este liquido es calentado para crear
un aerosol que el consumidor inhala (Santistevan, 2016).

Farmacopea de Estados Unidos (USP): la Farmacopea de Estados Unidos (USP por
sus siglas en inglés), establece estandares para la calidad de los medicamentos recetados
y de venta libre, suplementos dietéticos y otros productos de salud y trabaja con
proveedores de atencion médica para ayudarlos a cumplir los estandares (United States
Pharmacopeial Convention, 2015).

Microorganismos aerobicos: todas aquellas bacterias aerobias (dependientes del
oxigeno), afines a temperaturas medias, entre 30°C y 37°C y se desarrollan en cualquier
medio de agar nutritivo (Gonzalez, 2018).

Recuento total de microorganismos aerobios (RTMA): técnica ampliamente
utilizada para estimar el nimero de microorganismos en una muestra. Esta refleja la
calidad sanitaria del producto analizado e indicando las condiciones higiénicas de la
materia prima y la forma como fueron manipulados durante su elaboracion (Pascual &
Calderdn, 1999).

Unidades Formadoras de Colonias (UFC): unidad de medida empleada para
cuantificar microorganismos como bacterias o células fungicas viables en una muestra.
Las dimensionales utilizadas son en unidades por volumen (UFC/mL) o por masa
(UFC/g) dependiendo del tipo de muestra (Pinto, 2021).
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B. Anélisis microbioldgico

Figura No. 3. Estriado de muestras en Agar de Recuento en Placa (PCA) y Agar Sabouraud para

el recuento de microorganismos mesofilos aerébicos, hongos y levaduras
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Figura No. 4. Estriado de en agar Manitol Sal, Cetrimida y Bilis Rojo Violeta para la
identificacion de S. aureus, P. aeruginosa y bacterias Gram negativas tolerantes a la bilis

Figura No. 5. Recuento de mohos y levaduras en la muestra 4
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Figura No. 6. Deteccion e identificacion de S. aureus en la muestra 4

C. Boletas de informacion de los liquidos (e-liquidos) de cigarros
electrdnicos utilizados para la investigacion
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INFORMACION DE E-LIQUIDOS PARA CIGARROS ELECTRONICOS

Nombre del producto

Fecha de manufactura
Fecha de expiracion
Color
Olor
Volumen
Precio

Ingredientes

Contenido de nicotina

Informacion de seguridad/
Advertencia

Empaque primario y
secundario

E-liquido Premium marca Vaporizone sabor uva

29/01/2023
28/01/2025
Amarillo
Uva
10 mL
Q25.00

Glicerina vegetal, Propilenglicol, agentes saborizantes y
nicotina

Contiene nicotina, pero no indica su concentracion
Si te sientes mal consulta con un médico y muestra la etiqueta
si es posible. Mantener fuera del alcance de los nifios y en un
lugar seguro. No vender a menores de 18 afios. No utilizar en

mujeres embarazadas o en periodo de lactancia.

Este producto contiene nicotina, que es una sustancia altamente
adictiva

varoRzoNe”
e _

Preminm
E-Liguids
|
\ P i

Grape

[0mt 6mg
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INFORMACION DE E-LIQUIDOS PARA CIGARROS ELECTRONICOS

Nombre del producto E-liquido Premium marca Vaporizone sabor sandia
Fecha de manufactura 29/01/2023
Fecha de expiracion 28/01/2025
Color Rojo
Olor Sandia
Volumen 10 mL
Precio Q25.00
Ingredientes Glicerina vegetal, Propile.ngli.col, agentes saborizantes y
nicotina
Contenido de nicotina Contiene nicotina, pero no indica su concentracion

Informacion de seguridad/ Si te sientes mal consulta con un médico y muestra la etiqueta
Advertencia si es posible. Mantener fuera del alcance de los nifios y en un

lugar seguro. No vender a menores de 18 afios. No utilizar en
mujeres embarazadas o en periodo de lactancia.

Este producto contiene nicotina, que es una sustancia altamente
adictiva

Empaque primario y
secundario —
VAPORZONE
-

Premium

E-Liquids

PORZOM
< bl

—=
el

Watermelon

valk

[Omtl 53///7

57



INFORMACION DE E-LIQUIDOS PARA CIGARROS ELECTRONICOS

Nombre del producto Premium E-liquids marca Vaporizone sabor mango
Fecha de manufactura 29/01/2023
Fecha de expiracion 28/01/2025
Color Amarillo
Olor Mango
Volumen 10 mL
Precio Q25.00
Ingredientes Glicerina vegetal, Propile.ngli.col, agentes saborizantes y
nicotina
Contenido de nicotina Contiene nicotina, pero no indica su concentracion

Informacion de seguridad/ Si te sientes mal consulta con un médico y muestra la etiqueta
Advertencia si es posible. Mantener fuera del alcance de los nifios y en un

lugar seguro. No vender a menores de 18 afios. No utilizar en
mujeres embarazadas o en periodo de lactancia.

Este producto contiene nicotina, que es una sustancia altamente
adictiva

Empaque primario y
secundario
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INFORMACION DE E-LIQUIDOS PARA CIGARROS ELECTRONICOS

Nombre del producto Original Smoke Juice marca Liqua sabor cereza
Fecha de manufactura No indica
Fecha de expiracion No indica
Color Anaranjado
Olor Cereza
Volumen 10 mL
Precio Q10.00
Ingredientes Glicerina vegetal, Propilenglicol, agua y sabores italianos
Contenido de nicotina No indica

Informacion de seguridad/ No apto para mujeres embarazadas o en periodo de lactancia.
Advertencia No se debe vender a menores. Conservar en un lugar oscuro y
fresco. Alejar de los nifios.

Empaque primario y
secundario
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INFORMACION DE E-LIQUIDOS PARA CIGARROS ELECTRONICOS

Nombre del producto Original Smoke Juice marca Liqua sabor Marlboro

Fecha de manufactura No indica

Fecha de expiracion No indica

Color Vino tinto

Olor Marlboro
Volumen 10 mL
Precio Q10.00

Ingredientes Glicerina vegetal, Propilenglicol, agua y sabores italianos
Contenido de nicotina No indica

Informacion de seguridad/ No apto para mujeres embarazadas o en periodo de lactancia.
Advertencia No se debe vender a menores. Conservar en un lugar oscuro y
fresco. Alejar de los nifios.

Empaque primario y
secundario
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INFORMACION DE E-LIQUIDOS PARA CIGARROS ELECTRONICOS

Nombre del producto Original Smoke Juice marca Liqua sabor uva
Fecha de manufactura No indica
Fecha de expiracion No indica
Color Rojo/anaranjado
Olor Uva
Volumen 10 mL
Precio Q10.00
Ingredientes Glicerina vegetal, Propilenglicol, agua y sabores italianos
Contenido de nicotina No indica

Informacion de seguridad/ No apto para mujeres embarazadas o en periodo de lactancia.
Advertencia No se debe vender a menores. Conservar en un lugar oscuro y
fresco. Alejar de los nifios.

Empaque primario y
secundario
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INFORMACION DE E-LIQUIDOS PARA CIGARROS ELECTRONICOS

Nombre del producto E-liquido marca Jam Monster sabor fresa
Fecha de manufactura Junio 2018
Fecha de expiracion No indica
Color Amarillo
Olor Fresa
Volumen 100 mL
Precio Q38.75
Ingredientes Glicerina vegetal grado USP, Propilenglicol grado USP,
saborizantes naturales y artificiales, nicotina grado USP
Contenido de nicotina Contiene nicotina, pero no indica su concentracion
Informacion de seguridad/ Manténgase alejado del alcance de los nifios, personas con
Advertencia enfermedades cardiacas y mujeres embarazadas o en periodo de

lactancia. No est4 a la venta a menores de 18 afios. Si se
ingiere, busque atencién médica de inmediato.
E-liquido contiene una sustancia quimica (nicotina derivada de
plantas) que el estado de California reconoce como causante de
defectos de nacimiento y otros dafios productivos.

Empaque primario y
secundario

WARNING

VAPE FACTS
ux 100M.
/%




INFORMACION DE E-LIQUIDOS PARA CIGARROS ELECTRONICOS

Nombre del producto E-liquido marca Big Time sabor manzana
Fecha de manufactura No indica
Fecha de expiracion No indica
Color Crema
Olor Manzana
Volumen 120 mL
Precio Q38.75
Ingredientes Glicerina vegetal grado USP, Propilenglicol grado USP,
saborizantes naturales y artificiales
Contenido de nicotina Contiene nicotina, pero no indica su concentracion
Informacion de seguridad/ Agitar bien antes de usar. Este producto debe usarse
Advertencia Unicamente con cigarrillos electrénicos. Mantener este

producto fuera del alcance de los nifios y a temperatura
ambiente. Para mayores de 18 afios y no apto para mujeres
embarazadas.

Empaque primario y
secundario
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INFORMACION DE E-LIQUIDOS PARA CIGARROS ELECTRONICOS

Nombre del producto Original Smoke Juice marca Liqua sabor manzana

Fecha de manufactura No indica

Fecha de expiracion No indica
Color Incoloro

Olor Manzana
Volumen 10 mL
Precio Q10.00

Ingredientes Glicerina vegetal, Propilenglicol, saborizantes naturales y

artificiales, nicotina

Contenido de nicotina No indica

Informacion de seguridad/ No apto para mujeres embarazadas o en periodo de lactancia.
Advertencia No se debe vender a menores. Conservar en un lugar oscuro y
fresco. Alejar de los nifios.

Empaque primario y
secundario




INFORMACION DE E-LIQUIDOS PARA CIGARROS ELECTRONICOS

Nombre del producto

Fecha de manufactura
Fecha de expiracion
Color
Olor
Volumen
Precio

Ingredientes

Contenido de nicotina

Informacion de seguridad/
Advertencia

Empaque primario y
secundario

E-liquido marca Big Time sabor mango

No indica

No indica

Amarillo
Mango
120 mL
Q38.75

Glicerina vegetal grado USP, Propilenglicol grado USP,
saborizantes naturales y artificiales

No indica

Agitar bien antes de usar. Este producto debe usarse
Unicamente con cigarrillos electronicos. Mantener este
producto fuera del alcance de los nifios y a temperatura

ambiente. Para mayores de 18 afios y no apto para mujeres
embarazadas.
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