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RESUMEN

El area de analisis microbiolégico del Laboratorio de Control de Calidad del
Ministerio de Salud se encuentra en la mejora continua de ejecutar metodologias
analiticas validadas para la verificacion de la calidad de microbiologica de
medicamentos e insumos médicos. Lograr la acreditacion ante el Organismo
Salvadorefio de Acreditacion es parte de los objetivos del area, con esto se
demostrara que los servicios brindados a la poblacion son confiables y

técnicamente competentes.

La propuesta del protocolo de validacion surge con la necesidad de implementar
una metodologia que permita evaluar efectividad antimicrobiana en clorhexidina
4% y yodopovidona 10% en el area de andlisis microbiolégico. El método se
referencia en la normativa mexicana NMX-BB-040-SCFI-1999. La validacion del
meétodo se fundamento en la politica 9.4 publicada por el Organismo Salvadorefio
de Acreditacion. Se evaluo efectividad antimicrobiana de las muestras frente a
los microorganismos Escherichia coli ATCC 11229 y Estafilococos aureus ATCC
6538 en tiempos de accion de 5s, 15s y 30s. Ademas, se determinaron
pardmetros de desempefio de repetibilidad, reproducibilidad, recuperacion y

sesgo descritos en el protocolo de validacion.

Los resultados demuestran en el informe de validacién que un tiempo de contacto
de 30s en ambas muestras frente a los microorganismos de prueba es ideal para
evaluar efectividad antimicrobiana al obtener una repetibilidad y reproducibilidad
menor al 3%, una recuperacion entre el 90%-110% y un sesgo menor a 0.3 log,
dando cumplimiento a los criterios de aceptacion. Por lo tanto, el método cumple
con su fin previsto. Los analistas encargados de realizar ensayos en el area de
analisis microbiolégico deben dar cumplimiento a las directrices del protocolo de
validacion. El trabajo de investigacion se desarrollo en las instalaciones del area
de Analisis Microbiol6gico de Medicamentos del Ministerio de Salud en los meses
de Julio a Noviembre del 2022.
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1.0 INTRODUCCION

El Laboratorio de Control de Calidad del Ministerio de Salud de El Salvador
(MINSAL) trabaja bajo la responsabilidad de determinar la calidad de los
medicamentos que son usados por la red de establecimientos de salud del
MINSAL, por lo tanto, las areas por la que esta conformado el Laboratorio de
Control de Calidad: area de inspeccion y muestreo, analisis fisico-quimico y
analisis microbioldgico, deben de contar con las metodologias competentes y
validadas para desarrollar los analisis y que los resultados emitidos sean
satisfactorios y seguros para que los medicamentos sean liberados y de uso
confiable a la poblacion. Ante esto la investigacion realizada tuvo como objetivo
principal desarrollar una propuesta de validacion para comprobar la efectividad
antimicrobiana de clorhexidina 4% y yodopovidona 10% mediante la metodologia
la normativa mexicana NMX-BB-040-SCFI-1999 que titula, DETERMINACION
DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA EN PRODUCTOS GERMICIDAS, la cual
contiene los diferentes elementos, procedimientos y criterio de aceptacion
tomados en cuenta para comprobar la actividad antimicrobiana en los tiempos de
accion de 5, 15 y 30 segundos.

Es un aporte esencial ya que el area de microbiologia del laboratorio de control
de calidad contiene una alta demanda de analisis microbiol6gico de estos
antisépticos, también porgue como laboratorio de control de calidad hace uso de
metodologias adecuadas y competentes ya que forma parte de las exigencias de
la Normativa ISO 17025:2017 y que busca cumplir con el propésito de acreditar
el area. La propuesta de validacion es un protocolo el cual contiene parametros
de validaciéon a la que fue sometida la metodologia, como la repetibilidad,
reproducibilidad, recuperacion y sesgo, basados en la politica 9.4 que es para la
validacion y estimacion de la incertidumbre de métodos microbiologicos del
Organismo Salvadorefio de Acreditacion. El protocolo fue aplicado en el area de

analisis microbiologico del laboratorio de control de calidad en el periodo
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comprendido de julio-noviembre del afio 2022, haciendo uso de los equipos y

materiales que el laboratorio puso a disposicion para la investigacion.

Los resultados de porcentaje de reduccion obtenidos en los diferentes tiempos
de contacto fueron sometidos a los parametros de validacion, se evaluaron
ambas muestras frente a los microorganimos Staphylococcus aureus ATCC 6538
y Escherichia coli ATCC 11229 donde se concluyé que para un tiempo de
contacto de 30 segundos clorhexidina 4% y yodopovidona 10% cumplen los
pardmetros de validacion asi también los procedimientos descritos en la
propuesta del protocolo de validacién demuestran a través de evidencia objetiva
y documentada que el método es 6ptimo para analizar la calidad de los

antisépticos en el Laboratorio de Control de Calidad del MINSAL.
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2.0 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL
Desarrollar una propuesta de validacion para comprobar la efectividad
antimicrobiana de clorhexidina 4% y yodopovidona 10% en laboratorio de control

de calidad del ministerio de salud.

2.20BJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1 Proponer un protocolo de validacion para comprobar efectividad
antimicrobiana de clorhexidina 4% y yodopovidona 10%.

2.2.2 Evaluar efectividad antimicrobiana de clorhexidina 4% y yodopovidona
10% utilizando la metodologia establecida en la normativa NMX-BB-040-
SCFI-1999 en diferentes tiempos de accion.

2.2.3 Determinar parametros de repetibilidad, reproducibilidad, recuperacion y
sesgo, dados por la politica 9.4 del Organismo Salvadorefio de
Acreditacion (OSA).

2.2.4 Elaborar un informe de resultados de la propuesta de validacion.



CAPITULO I
MARCO TEORICO



24

3.0 MARCO TEORICO

La piel representa una barrera notablemente eficaz contra las infecciones
microbianas, es colonizada normalmente por un gran numero de organismos que
viven inofensivamente como comensales sobre la superficie cutanea. Cuando se
produce una disrupcion de la superficie de la piel, sea accidental o
intencionalmente, el lecho de la herida o lesion puede verse invadida por
bacterias autéctonas de la piel o no habituales en ella, comenzando asi un

proceso que puede derivar en una infeccion clinicamente establecida.

Las infecciones siguen siendo un problema importante en todos los hospitales. (2)
Las infecciones nosocomiales son infecciones adquiridas durante la estancia en
un hospital y que no estaban presentes ni en el periodo de incubacién ni en el
momento del ingreso del paciente. Las infecciones que ocurren mas de 48 h
después del ingreso suelen considerarse nosocomiales.  Las personas acuden
a estos centros asistenciales por diferentes motivos ya sea por enfermedad,
accidente o en el caso de las mujeres por un embarazo; hasta el punto de que
muchos de estos casos pueden necesitar o no intervencion quirdrgica para poder
tratar dicha situacién. Una intervencion quirdrgica requiere de diferentes cuidados
antes y después de ser realizada, también se conoce como cuidados pre-
operatorios y post-operatorios, estos cuidados estan relacionados a la buena
antisepsia de la zona a tratar quirdrgicamente para evitar una infeccién

nosocomial.

Es importante realizar una buena limpieza en las zonas a tratar ya que, segun
investigaciones, @) la infeccion de la herida quirdrgica (IHQ) es una de las
principales complicaciones del paciente intervenido con cirugia y tiene graves
consecuencias clinicas y econdémicas; la desinfeccion cutanea es uno de los
elementos fundamentales para prevenir la aparicion de la IHQ. La preparacion
del area quirargica hace referencia al tratamiento de la piel intacta previo a la

incision quirdrgica y que se realiza en el quiréfano. Esta preparacion incluye no
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solo el area donde se realizara la incision quirdrgica, sino que también se
extiende a la zona de alrededor. La finalidad de este procedimiento es reducir la
carga microbiana de la piel del paciente tanto como sea posible antes de romper
la barrera cutdnea. De hecho, la etiopatogenia de la IHQ implica con frecuencia
a los microorganismos presentes en la piel, cuya entrada se produce en el

momento de la incision. ()

El paciente estd expuesto a una gran variedad de microorganismos durante su
hospitalizacion. La mayor frecuencia de pacientes con alta susceptibilidad a las
infecciones, la aparicion de microorganismos resistentes a los antibioticos, el
aumento y complejidad en las intervenciones realizadas y la realizacion de
multitud de procedimientos invasivos, hacen muy dificil su eliminacion y
reduccion a cero. EIl contacto entre el paciente y un microorganismo, en si, no
produce necesariamente una enfermedad clinica, puesto que hay otros factores
gue influyen en la naturaleza y frecuencia de las infecciones nosocomiales, pero
hay una gran cantidad de bacterias, virus, hongos y parasitos diferentes que las
pueden causar. La infeccion por alguno de estos microorganismos puede ser
transmitida por un objeto inanimado o por sustancias recién contaminadas
provenientes de otro foco humano de infeccién (infeccion ambiental). La
utilizacion de un méaximo nivel de higiene en toda labor asistencial, es
fundamental para reducir tanto la transmision cruzada de toda aquella
enfermedad infecciosa evitable, como toda infeccion nosocomial provocada por

la misma. ¢

También se debe tener en cuenta el proceso de la curacion de la herida post-
operatorio donde es importante la antisepsia ya que se controla, previene o
elimina la infeccion, favoreciendo la cicatrizacion, también protege la herida de
dafios adicionales, protege la piel circundante de infecciones y traumatismos

como también aporta mayor comodidad al paciente.
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Los germicidas antimicrobianos son sustancias o mezclas de sustancias
utilizadas para destruir o suprimir el crecimiento de microorganismos dafinos,
tales como, bacterias, virus u hongos en los objetos y superficies inanimadas.
Estos productos antimicrobianos contienen diferentes ingredientes activos y se
comercializan en varias formulaciones: aerosoles, liquidos, polvos concentrados
y gases. Dentro de este grupo, se encuentran los productos desinfectantes, los
que contienen las sustancias quimicas que destruyen o inactivan los
microrganismos que causan infecciones. Los desinfectantes son de suma
importancia en el control de infecciones en los lugares de trabajo y otros entornos
de salud. La desinfeccion de instrumentos y superficies de los puestos de trabajo,
donde se manipulen muestras bioldgicas, constituye la forma mas adecuada de
evitar el posible contagio. Esto se consigue con la correcta utilizacion de
desinfectantes. El equipo de salud que trabaja en un establecimiento sanitario se
encuentra expuesto a innumerables riesgos capaces de provocar alteraciones o
patologias laborales y, los servicios que realizan procedimientos de desinfeccién
Nno son una excepcion constituyendo un area de trabajo que conlleva un riesgo

laboral. )

Los antisépticos son agentes quimicos que inhiben el crecimiento de los
microorganismos en tejidos vivos de forma no selectiva, sin causar efectos
lesivos importantes y que se usan fundamentalmente para disminuir el riesgo de
infeccion en la piel intacta, mucosas y en heridas abiertas disminuyendo la
colonizacion de la zona. El adecuado conocimiento de definiciones y normas de
uso de antisépticos y desinfectantes, pone a disposicion del trabajador del area
de salud/ trabajador sanitario la herramienta esencial que le permite evitar la
diseminacién de agentes infecciosos a la vez que le proporciona las bases

cientificas para su uso racional. (y



27

3.1 IMPORTANCIA DE LOS DESINFECTANTES Y ANTISEPTICOS

Los conceptos de antiséptico y desinfectante son diferentes, pero es cierto que
ambos términos se usan indistintamente de forma habitual. No obstante,

conviene ser conscientes de las diferencias:

El antiséptico: es una sustancia que inhibe el crecimiento o destruye

microorganismos sobre tejido vivo. @

El desinfectante: es un compuesto que ejerce la misma accion (inhibir el
crecimiento o destruir microorganismos) sobre superficies u objetos inanimados.

)

Por consiguiente, la misma sustancia puede ser utilizada como antiséptico o
desinfectante, ya que el mecanismo germicida no varia segun la superficie de
aplicacion. Un desinfectante es, ademas, un antiséptico si no es irritante en el
tejido a aplicar, no es inactivado por la materia organica y no produce toxicidad

por absorcion sistémica. ¢

Los desinfectantes se usan a concentraciones que puedan tener efectos toxicos
o irritantes sobre los organismos vivos; por ellos, se utilizan sobre materiales y
no deben emplearse sobre la piel y mucosas. De acuerdo con su origen
etimolégico, un antiséptico es un agente que impide la sepsis (o0 putrefacciéon) de
los tejidos vivos; por ello, se emplean topicamente en la prevencion o tratamiento
de infecciones, en las heridas o quemaduras con el objeto de prevenir la sepsis
de los tejidos lesionados y, también, para evitar posibles infecciones en una
intervencidon quirdrgica. Por tanto, los antisépticos actuan sobre la piel y las
membranas mucosas a concentraciones que no comprometen la integridad de
las células de los tejidos vivos. Ello quiere decir que el producto no debe ser
absorbido por la piel o las mucosas ni presentar efectos téxicos localmente.
Ademas, un antiséptico debe actuar rapidamente y poseer un amplio espectro de
accion que garantice la eliminacion tanto de bacterias grampositivas y

gramnegativas, hongos o virus. Los antisépticos pueden ser las mismas
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sustancias que las utilizadas para desinfectar, pero con la peculiaridad de que se
usan a concentraciones mas bajas. Ademas, hay que tener en cuenta que, al ser
menos potentes que los desinfectantes, los antisépticos no deben usarse para
desinfectar materiales inertes, tales como instrumentos, pinzas, tijeras, bisturis o

guantes. @

El uso de antisépticos como desinfectantes es de importancia ya que estos son
utilizados para la desinfeccion preoperatoria de las manos del personal, lavado
de manos en areas criticas, lavado de heridas y quemaduras, el bafio o ducha
del paciente en el preoperatorio (paciente inmunocomprometido), desinfeccion
de catéteres, tubos de hule y polietileno, limpieza de piel sana para
procedimientos, curacion de catéteres, sondas y vias, también desinfeccion de

mordeduras de perro y otros animales. ()

3.2 ANTISEPTICOS DE USO HOSPITALARIO ¢

— Alcohol Etilico:
Liquido incoloro y transparente con accion bactericida rapida (2 minutos),
pero poco efecto residual. Presenta un inicio de accion retardado, motivo
por el que hay que dejarlo actuar durante 2 minutos antes de cualquier
procedimiento.
Su uso esta indicado en la antisepsia previa a:

- Punciones venosas.

- Inyecciones subcutaneas.

- Inyecciones intradérmicas.

- Inyecciones intramusculares.

- Extracciones de sangre.

Es inflamable y su uso prolongado produce irritacion y sequedad de la piel.
No debe utilizarse sobre heridas porque irrita el tejido dafiado y porque

puede formar un coagulo que protege a las bacterias sobrevivientes. La
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presentacion adecuada de alcohol etilico para uso como antiséptico es de
700,

Clorhexidina:

Pertenece al grupo quimico de las biguanidas (clorofenilbiguanida), que
poseen actividad antimalarica. Antiséptico topico y activo frente a un
amplio espectro de microorganismos Gram+ y Gram-, algunos virus como
el VIH y algunos hongos, pero soélo es esporicida a elevadas temperaturas.
Reacciona con los grupos anionicos de la superficie bacteriana, alterando
la permeabilidad. La actividad antiséptica de la clorhexidina es superior a
la de la povidona, del alcohol y el hexaclorofeno. Es un antiséptico tépico
ideal, debido a su persistente actividad sobre la piel con el uso continuo,
un efecto muy rapido y una minima absorcion, aunque se han asociado

algunas reacciones alérgicas al tratamiento topico con clorhexidina.

A bajas concentraciones, la clorhexidina exhibe un efecto bacteriostatico,
mientras que a altas concentraciones es bactericida. Los siguientes
microorganismos muestran una alta susceptibilidad a la clorhexidina:
estreptococos, estafilococos, Candida albicans, Escherichia coli,
salmonellas, y bacterias anaerdbicas. Las cepas de Proteus,
Pseudomonas, Klebsiella y cocos Gram- muestran una baja
susceptibilidad a la clorhexidina. Los estudios clinicos han demostrado
gque no hay un aumento significativo de la resistencia bacteriana ni
desarrollo de infecciones oportunistas durante el tratamiento a largo plazo

con clorhexidina.

Es el antiséptico de eleccion para la insercion de catéteres y para realizar
hemocultivos. También se utiliza para irrigaciones oculares, para la
desinfeccion uretral y la lubricacién de catéteres vesicales. Util en
irrigaciones pleurales, peritoneales o vesicales y para el lavado quirlrgico

de las manos, para el bafio preoperatorio y en antisepsia vaginal.
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Hexetidina:

Es un antiséptico con actividad antibacteriana sobre numerosos
microorganismos (Streptococcus, lactobacillus) y hongos (candida) que se
emplea como colutorio en diferentes patologias bucofaringeas vy
odontoldgicas. La hexetidina posee efecto antibacteriano sobre Candida
albicans, Streptococcus salivarius, Streptococcus mutans, Streptococcus
sanguis, Streptococcus pyogenes, Lactobacillus casei y Lactobacillus
acidophilus. En cambio, Escherichia coli y Pseudomona aeruginosa han
demostrado ser relativamente resistentes a este antiséptico. Los lavados
bucales con hexetidina disminuyen la disfagia resultante de alteraciones
dolorosas de la boca, aceleran la cicatrizacion de heridas quirargicas y
otras lesiones orales producidas por trauma o infeccion. Ademas, la

hexetidina reduce o elimina la halitosis.
Povidona Yodada:

Antiséptico de uso topico de amplio espectro de actividad, que presenta la
actividad microbicida del iodo elemental La povidona yodada es activa
frente a bacterias (Gram+ y Gram-), hongos, virus, protozoos, y esporas.
El compuesto en si es inactivo, pero lentamente va liberando yodo
organico, que es el que posee la actividad bactericida. Su actividad frente
a micobacterias es variable y a las concentraciones habituales de uso no
es esporicida. Su actividad microbicida se mantiene en presencia de
sangre, pus, suero y tejido necroético por lo que mantiene su actividad en
caso de infecciones en cavidades sépticas corporales como en pleura,

peritoneo, hueso, vejiga.

Indicado para el lavado quirargico de manos y de zonas con vello, también
para el lavado preoperatorio de pacientes y la desinfeccion de la piel sana
del paciente antes de la cirugia. Se usa también en la antisepsia de la piel

antes de inyecciones y extracciones de sangre y antes de la insercion de
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catéteres. Indicado para el lavado quirdrgico de manos y de zonas con
vello, también para el lavado preoperatorio de pacientes y desinfeccion de
la piel sana del paciente antes de la cirugia. Indicado en la limpieza y
desinfeccidbn de genitales antes de un cateterismo urinario y en la
desinfeccién de pequefas heridas, cortes superficiales, Ulceras antes de
la formacion de costra. También para la desinfeccion de pequefias
quemaduras, segun las diferentes asociaciones. Para desinfeccion vaginal

y tratamiento de vaginitis inespecificas y lavados vesicales.

Peroxido De Hidrégeno:

Actla como antiséptico y desinfectante de uso externo de corta duracion
y amplio espectro de accion, incluyendo gérmenes anaerobios. Se utiliza
en solucién acuosa al 3% sobre piel y heridas y al 1,5% sobre la mucosa
bucal. En contacto con diversos catalizadores inorganicos u organicos,
tales como la enzima catalasa, presente en todos los tejidos, se
descompone liberando oxigeno; asi, dicha solucién puede originar 10
veces su volumen de oxigeno y producir efervescencia, por lo que su
mayor utilidad es como desbridante de heridas. Debido a la formacién
rapida de burbujas de oxigeno, el peréxido de hidrégeno produce efectos
mecanicos de limpieza de restos de tejidos y para despegar las curas -
gasas- de las heridas. Sin embargo, en cavidades cerradas, existe peligro
de provocar lesiones tisulares y de producir embolia gaseosa. La accién
del peroxido de hidrégeno se puede ver disminuida en presencia de
materia organica (proteinas, sangre, pus). Su accion es bastante corta por
lo que no se aconseja el empleo Unico del peréxido de hidrogeno como

antiséptico.

Polihexanida y Undecilenamidopropil Betaina:
La polihexanida consigue la eliminacién de microorganismos gracias a un

efecto fisicoquimico selectivo, de forma que los elimina sin interactuar con
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las células propias del organismo, siendo ésta, una técnica segura y

efectiva para la limpieza y descontaminacion de heridas.
Indicaciones:

- Lavado, descontaminacion y mantenimiento de las condiciones Optimas
para la correcta cicatrizacion.

- Eliminar malos olores.

- Elevada capacidad tensoactiva.

- Excelente capacidad “detergente”.

- Buena tolerabilidad cutanea.

- No reseca la piel ni membranas mucosas.

- Buena tolerabilidad cutanea.

- No existe absorcion.

- Sin riesgo de citotoxicidad.

- No reseca la piel ni membranas mucosas.

- Eosina:
Antiséptico topico dermatolégico indicado para la desinfeccion de la
piel en infecciones cutaneas leves. No debe utilizarse en mucosas ni
en heridas extensas y profundas. En nifios menores de 30 meses se
debe utilizar sélo bajo prescripcion facultativa. Aunque es improbable
la absorcion sistémica, no debe utilizarse durante el embarazo o
lactancia, salvo criterio médico. Debe evitarse la exposicion al sol
durante el tratamiento. Debe evitarse el empleo simultaneo o sucesivo
del producto con otras soluciones de antisépticos de accién local.

También es incompatible con agentes oxidantes o acidos.
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3.3 IMPORTANCIA DE COMPROBAR LA EFICACIA DE LOS ANTISEPTICOS

El comprobar la eficacia de estos germicidas garantiza los resultados de los
andlisis realizados por el Laboratorio de Control de Calidad del Ministerio de
Salud y le asegura al personal que hace uso de estos antisépticos y
desinfectantes que son capaces de actuar contra microorganismos que pudiesen
provocar un cuadro clinico mas comprometedor y perjudicar el bienestar y salud
del paciente, también asi se puede detectar si existe algun tipo de resistencia a
estos germicidas por parte de los microorganismos que pudiese hacer mas dificil

su eliminacion.

El tener metodologias que garanticen y aseguren la eficacia de los antisépticos y
desinfectantes también garantiza al Laboratorio De Control De Calidad emitir
analisis de resultados satisfactorios y poder aprobar el uso de estos sabiendo

gue actuara conforme a lo indicado.

3.3.1 Determinacion de la actividad antimicrobiana de los antisépticos y
desinfectantes
La norma mexicana NMX-BB-040-SCFI-1999 que tiene como titulo METODOS
GENERALES DE ANALISIS - DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD
ANTIMICROBIANA EN PRODUCTOS GERMICIDAS (Ver anexo N°15) cuenta
con una metodologia con la que se puede comprobar la actividad antimicrobiana
de los antisépticos Clorhexidina 4% y Yodopovidona 10% la cual en su
fundamento menciona que para la determinacion de la actividad antimicrobiana,
se plantea-un solo método, éste se basa en determinar el porcentaje de reduccién
de un numero determinado de microorganismos, cuando se ponen en contacto

con un germicida, bajo condiciones de prueba especificas. o)
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3.3.2 Los microorganismos que la norma establece para comprobar la eficacia
son:

3.3.2.1 Staphylococcus aureus ATCC 6538.

Esta bacteria esta clasificada como un coco Gram positivo que se agrupa en
racimos, B hemolitico, catalasa y coagulasa positivo. Se describe que este
microorganismo hace parte de la flora normal de los seres humanos
encontrdndose principalmente en la piel, en la zona nasofaringea, pliegues
inguinales y axilas. Sin embargo, este patdgeno se caracteriza por generar
infecciones en piel y tejidos blandos (musculos, tendones, tejidos grasos, vasos
sanguineos), invasion a dispositivos médicos y también ha sido relevante en las

enfermedades transmitidas por alimentos (ETA). ay

Se ha descrito a Staphylococcus aureus como la principal causa de bacteriemia
nosocomial en Norteamérica y Latinoamérica, y en Europa como la segunda
causa de bacteriemia en hospitales. Aunque cualquier persona puede llegar a
adquirir una infeccién por este microorganismo, hay algunos factores de riesgo
en diferentes comunidades que son importantes; por ejemplo, los nifios menores
de dos afios, diabéticos, pacientes con infecciones pulmonares recientes, o de
piel, o que hayan sido sometidos a hemodialisis 0 a una cirugia reciente, entre
otras, incrementan la posibilidad de sufrir una infeccién por Staphylococcus

aureus. g

Staphylococcus aureus es un microorganismo que se encuentra ampliamente
diseminado en el ambiente ya que posee caracteristicas particulares de virulencia
y resistencia contra antibidticos, lo cual representa un grave problema de salud,
esto es gracias a que su distribucion se extiende a nivel mundial y el impacto en

la morbimortalidad es considerable a nivel comunitario e intrahospitalario. q2)

3.3.2.2 Escherichia coli ATCC 11229:
Es wun bacilo Gram negativo, anaerobio facultativo de la familia
Enterobacteriaceae. Esta bacteria coloniza el intestino del hombre pocas horas
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después del nacimiento y se le considera un microorganismo de flora normal,
pero hay cepas que pueden ser patdgenas y causar dafio produciendo diferentes

cuadros clinicos. a3

Las infecciones por bacterias Escherichia coli pueden provocar diarrea grave y
sanguinolenta. En algunos casos, la infeccibn puede conducir a graves

problemas de salud. @3

La mayoria de las veces, Escherichia coli se contrae al comer un alimento que
contiene este tipo de bacteria. Las bacterias también se pueden contagiar de una
persona a otra al no lavarse las manos, al tocar superficies infectadas, al nadar

en agua contaminada y al tocar animales en granjas o zooldgicos interactivos. 4

El Laboratorio de Control de Calidad del Ministerio de Salud MINSAL busca
siempre garantizar la seguridad y veracidad de los analisis llevados a cabo, pero
para ello se deben apoyar de metodologias validadas con las cuales se deben
obtener resultados seguros y confiables que garanticen su validez, y es por eso

que se debe conocer acerca de la validacion de metodologias analisis.

3.4 VALIDACION DE METODOS MICROBIOLOGICOS gs)

El analisis microbioldgico tiene importancia en distintos campos de actividades
tales como salud publica, tecnologia de alimentos y medio ambiente. En El
Salvador los laboratorios encargados de llevar a cabo la evaluacién
microbioldgica trabajan en un entorno de creciente exigencia y responsabilidad,
tanto legal como social, que reclama un alto nivel de calidad y de confianza. Por
ello, tanto los métodos de ensayo como los laboratorios que realizan los analisis
deben asegurar, la veracidad de los resultados. Esto implica que, ademas de
cumplir los criterios técnicos que aseguren su validez, deben ser realizados con
una serie de garantias, que permitan obtener resultados comparables,
independientemente del laboratorio que los ejecute, esto incluye, pero no se

limita a;
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- Mediciones analiticas que satisfagan requerimientos acordados.

- Métodos y equipos que hayan sido probados para asegurar que son aptos para

el propdsito o fin previsto.

- Personal responsable de las mediciones que demuestre ser competente y
calificado.

- Participacion en programas de verificacion externa de la competencia para
asegurar que las mediciones analiticas realizadas en el laboratorio son

consistentes a las que se realizan en otro lugar.

- Disposicion de procedimientos bien definidos para el control y aseguramiento
de la calidad y el uso de la informacién de control de calidad generada.

Dado que la validacion de métodos es un requisito establecido en la norma
ISO/IEC 17025:2017 se requiere homologar los conceptos a forma de que se
establezcan criterios de trabajo en el campo de la validacion de métodos
microbiolégicos que puedan ser usados por los laboratorios acreditados o que
soliciten la acreditacion, asi como por los evaluadores de acuerdo a los
lineamientos de la ISO/IEC 17025:2017 y las politicas de OSA.

3.4.1 ;Qué es Validar un Método? (s

Validar un método es el proceso para definir un requisito analitico, y la
confirmacion de que cuenta con capacidades consistentes con las aplicaciones
requeridas. Inherente a esto estd la necesidad de evaluar el desempefio del
método. Es importante la valoracion de la idoneidad del método; en el pasado la
validacion del método se centraba solo en la evaluacion de las caracteristicas de

desempeiio.
Se incluyen tres definiciones de validacion por documentos internacionales:

ISO 9000: Confirmacion, a través de la aportacion de evidencia objetiva, de que

se han cumplido los requisitos para un uso o aplicacion especifico o previsto.
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ISO/IEC 17025: Confirmacion, a través del examen y aportacion de evidencias
objetivas, de que se cumplen los requisitos particulares para un uso especifico

previsto.

Vocabulario Internacional de metrologia (VIM): Verificacion, donde los requisitos
especificados son adecuados para su uso previsto.

Las actividades de validacion de métodos y el desarrollo de métodos estan
estrechamente ligadas. Muchas de las caracteristicas de desempefio que se
evaltan durante la validacion, también lo son en mayor o menor medida, durante
el desarrollo del método. Sin embargo, es importante recordar que debe

realizarse la validacion formal de la version final del método.

3.4.2 ¢ Cual es la diferencia entre validacion y verificacion? (s

La ISO 9000 define verificacion como “confirmacién, a través de la aportacién de
evidencias objetivas, de que se cumplen los requisitos especificados”. VIM
establece que la verificacion es “la aportacién de evidencia objetiva de que un
elemento dado satisface los requisitos especificados” y que validacion es una
“verificacion, donde los requisitos especificados son adecuados para un uso

previsto”.

Un laboratorio puede adoptar un procedimiento validado que, por ejemplo, ha
sido publicado como una norma, o adquirir un sistema de medida completo y
emplearlo para una aplicacion especifica a partir de un desarrollo comercial. En
ambos casos el trabajo de validacién basica se ha realizado, pero el laboratorio
debe confirmar su capacidad para aplicar el método. Esta es la verificacién. Esto
implica que debe realizarse algun trabajo experimental para demostrar que el
meétodo funciona adecuadamente en el laboratorio. Sin embargo, la carga de
trabajo es probable que sea considerablemente menor en comparacion con la

validacion de un método que se ha desarrollado internamente.
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3.4.3 ¢ Por qué es necesario validar un método? (s

Importancia de la medicién analitica. Millones de pruebas, mediciones y
examenes se hacen cada dia en miles de laboratorios de todo el mundo. Hay
innumerables razones que las sustentan, por ejemplo, para valorar bienes con
fines comerciales; apoyar la asistencia sanitaria; controlar la calidad de agua
potable, alimentos y piensos; analizar la composicion elemental de una aleacion
para confirmar su idoneidad para su uso en la construccion de aviones; el analisis
forense de los fluidos corporales en las investigaciones criminales. Practicamente
todos los aspectos de la sociedad se apoyan, de alguna manera, en el trabajo

analitico.

El coste de llevar a cabo estas mediciones es alto y pueden surgir costes
adicionales en base a las decisiones tomadas a partir de los resultados. Por
ejemplo, los ensayos que demuestren que los alimentos son no aptos para el
consumo pueden derivar en indemnizaciones por reclamacion; los ensayos de
controles de calidad que demuestran efectividad antimicrobiana frente a
germinicidas pueden generar perdidas para industrias que elaboran este tipo
producto al comprobar la ineficacia ellos. Esta claro que es importante hacer una

correcta medicién y ser capaz de demostrar que el resultado es correcto.

3.4.3.1 Desarrollo de métodos.
El trabajo de validacion esta precedido de una fase de desarrollo que incluye a
diferentes miembros del personal y que puede realizarse de varias formas.

Por un lado, puede implicar la adaptacion de un método ya existente realizando

cambios menores para adecuarlo a una nueva aplicacion.

Por otro lado, el quimico analitico puede comenzar a esbozar algunas ideas y
aplicar su conocimiento y experiencia para idear un método adecuado. Esto
implica claramente mucho mas trabajo y mas dudas sobre la idoneidad del
meétodo final. No es inusual para el desarrollo del método trabajar con varias ideas

simultdneamente antes de elegir finalmente la mas adecuada. A pesar del
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esfuerzo invertido en el desarrollo del método, no hay ninguna garantia de que el
método vaya a funcionar adecuadamente durante la validacion (o bajo
condiciones de rutina en un laboratorio particular). Al implicar a diferente personal
en la fase de desarrollo y de validacion, se puede comprobar que las

instrucciones (del procedimiento de medicion) se entienden y se aplican.

3.4.4 ;Cuando debe validarse o verificarse un método? (s

3.4.4.1 Validacion de un método.

Un método debe ser validado cuando es necesario demostrar que sus
caracteristicas de desempefio son adecuadas para el uso previsto. Por ejemplo,
se indica en el apartado 5.4.5.2 de la Norma ISO/IEC 17025 que el laboratorio

debe validar:

- Métodos no normalizados.
- Métodos disefiados/desarrollados por el laboratorio.
- Meétodos normalizados usados fuera de su @&mbito de aplicacion.

- Ampliaciones o modificaciones de métodos normalizados.

La validacion debe ser tan amplia como sea necesaria para cumplir con los
requisitos en relacién con el uso dado o la aplicacién. La extension (‘alcance’) de
la validacién dependeréa de la aplicacion, la naturaleza de los cambios realizados

y de las circunstancias en que el método se va a utilizar.

También debe validarse cuando es necesario demostrar la equivalencia de los
resultados obtenidos por dos métodos, por ejemplo, un método recientemente

desarrollado y un método normalizados existente.

3.4.4.2 Verificacién de un método.

Para los métodos normalizados, tales como los publicados por, ejemplo, ISO o
American Society for Testing and Materials (ASTM), no es necesario validar el
meétodo utilizado por el laboratorio. Sin embargo, el laboratorio necesita verificar

el desempefio del método como se detalla en la norma ISO/IEC 17025 apartado
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5.4.2: El laboratorio debe confirmar que puede operar adecuadamente los

meétodos normalizados antes de introducir los ensayos o calibraciones.

También es necesaria la verificacion cuando hay cambios importantes, como el
uso de un equipo nuevo (pero similar), traslado de equipos, etc. En los
laboratorios clinicos la mayor parte de los ensayos se realizan con
procedimientos comerciales previamente validados por los fabricantes y que
deben ser verificados por el usuario final. La ISO 15189 hace hincapié en que los
procedimientos de examen usados sin modificaciones deben estar sujetos a una
verificacion independiente antes de ser usados como métodos de rutina. También
puede tenerse en cuenta la actualizacion del software de un equipo, o cuando los
resultados de control de calidad indica que el desempefio del método cambia con

el tiempo.

3.4.5 Desarrollo de Protocolo de validacion y el informe de validacion s

Tanto los trabajos de validacion como la informacion de sus resultados se
realizardn atendiendo a un procedimiento documentado. El esquema del
protocolo de validacion y el informe de la validacion puede establecerse en guias
sectoriales. Las Entidades Nacionales de Acreditacion pueden establecer

requisitos minimos para esta documentacion.

Para tal caso, el Organismo Salvadorefio de Acreditacion de El Salvador, en su
politica 9.4 que lleva como titulo, Politica para la validacion y estimacion de la
incertidumbre de métodos microbiolégicos, brinda informacion sobre el contenido
a desarrollar para realizar un protocolo de validacion y asi también el contenido

para la elaboracion del informe de validacion.

3.4.5.1 Contenido del protocolo de validacion de métodos microbiolégicos. us (Ver
Anexo N°7)

— Objetivo: Fin que se pretende con la realizaciéon de las actividades
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— Alcance: delimitacion de las actividades en cuanto al tipo de muestra,
definicion del método y su referencia, especificacion. Se define el tiempo
para realizar las actividades planificadas.

— Responsables: se definen los analistas, encargados de revisar los datos y
autorizar el informe.

— Criterios de aceptacion de los pardmetros de mérito Pardmetros en
estudio: se especifica sobre cada una de las pruebas a realizar y los
criterios.

— Se incluye aqui la incertidumbre si es que aplica.

— Equipos y materiales: Definir los insumos, equipo, reactivos, materiales de
referencia y cualquier otro elemento a usa en las actividades

— Procedimiento: Detallar el procedimiento para cada una de las pruebas

— Algoritmos: Definir algoritmos de célculo e incluir plantillas (si es que van
a usarse).

— Evidencia de la revision y aprobacion del protocolo de actividades

3.4.5.2 Contenido del informe de validacion de métodos microbioldgicos. as) (Ver

anexo N°8)

— Objetivo: Fin que se pretende con la realizaciéon de las actividades

— Alcance: delimitacién de las actividades en cuanto al tipo de muestra,
definicion del método y su referencia, especificacion. Se define el tiempo
para realizar las actividades planificadas.

— Responsables: se definen los analistas, encargados de revisar los datos y
autorizar el informe.

— Equipos y materiales: Definir los insumos, equipo, reactivos, materiales de
referencia y cualquier otro elemento a usa en las actividades

— Detalle de los resultados por prueba de acuerdo a lo planteado en el
protocolo

— Calculos y otros datos.
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— Conclusiones: conclusiones por parametro de estudio y una declaracién
sobre el resultado de la aptitud.

— Evidencia de la revision y aprobacion del informe de validacion.

3.4.6 ¢, Como evaluar un método> s

Cada método de analisis debe evaluarse de acuerdo al disefio presentado en el
protocolo de validacién y demostrar que es adecuado para la o las matrices de

interés.

Ejemplo de las diferentes areas de anadlisis que deben demostrar que la

metodologia que implementan es adecuada para el uso previsto.

Andlisis de alimentos: Dada la cantidad de matrices en las que los métodos
pueden aplicarse se establece que los laboratorios deben demostrar
competencia en los tipos o grupos de alimentos objeto del alcance de la
acreditacion. El laboratorio deberd demostrar la validacién correspondiente por
tipo de alimento en al menos 2 matrices. Ejemplo: Para contar con la acreditacion
de un determinado ensayo en Carnicos crudos, el laboratorio debera demostrar
la validacion en al menos 2 alimentos (carne de cerdo, carne de res, etc.). Cada
vez que el laboratorio desee ampliar el ensayo en otro tipo de alimento, este

debera aplicar la validacion correspondiente.

Andlisis de agua: El laboratorio debe demostrar competencia en la realizacién del
andlisis en la matriz de interés de acuerdo a la clasificacién y los valores
permisibles que se sefialan en las normas y reglamentos técnicos vigentes de
acuerdo al tipo de agua. Para aquellas matrices de las que no se dispone de una
norma deben justificarse los criterios de validacion en funcion al uso propuesto.
Deben revisarse los lineamientos para la validacion y el control de calidad de los

ensayos que estan contenidos en las referencias de los mismos.

Anadlisis de medicamentos y materias primas: Prevalecen los lineamientos

proporcionados para la validacion de acuerdo a la referencia del ensayo (USP,
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BP, FEUM, entre otros). Debe en todo caso demostrarse la competencia, segun
lo definido en la referencia, para realizar el andlisis a forma de asegurar el

resultado de acuerdo a la especificacion farmacopeica.

De acuerdo a lo mencionado se puede comprender lo indispensable y necesario
que es para cada area el contar con ensayos validados ya que es asi como
pueden demostrar competencia y desde el punto de vista social también se esta
aportando a la poblacibn un mayor grado de seguridad. Los antisépticos y
desinfectantes de igual manera son de caracter relevante y es por eso que deben
demostrar que la metodologia con la cual fueron analizados es competente,

segun como se define en las normativas y politicas de referencia

3.4.7 Definicion sobre método de ensayo. as)

La norma ISO IEC ISO/IEC 17025:2017 en su apartado 5.4.2 establece que “El
laboratorio debe utilizar métodos de ensayo que satisfagan las necesidades del
cliente y sean apropiados para el uso previsto”. Por tanto, debe tenerse en cuenta
el ambito de aplicacion, tanto por el laboratorio en cuanto a la seleccion de los

procedimientos de ensayo y su validacion.

La norma establece que “cuando el cliente no especifique el método a utilizar, el
laboratorio debe seleccionar los métodos apropiados que hayan sido publicados
en normas internacionales, regionales o nacionales, por organizaciones técnicas
reconocidas o en libros o revistas cientificas especializados o especificados por
el fabricante de equipos”. Por tanto, en el caso de elegir un procedimiento de
ensayo interno, es recomendable que se parta de métodos de referencia que

sean ampliamente aceptados, conocidos y aplicados en el sector.

Asi pues, debido al marco en que se ubica la aplicacion y uso de los ensayos
microbiolégicos, se podria establecer la siguiente clasificacion de métodos,
atendiendo al nivel de confianza que aportan y que, por tanto, marcaran el nivel

de informacion adicional que el OSA requerira relativa a su validez:
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Tipo I: Métodos normalizados. Son métodos desarrollados por un organismo de
normalizacion o por otras organizaciones bien establecidas, cuyos métodos son
generalmente aceptados por el sector técnico en cuestion (ILAC G 18) (Ejemplo:
ISO, NMKL, UNE EN, AOAC, APHA, USP, entre otros)”.

Un método normalizado ha sido exhaustivamente estudiado y describe de forma
clara y exacta las condiciones de realizacion del ensayo. Sus caracteristicas de
funcionamiento deben ser acordes con el uso previsto. Estos métodos
normalizados son considerados métodos de referencia ya que pueden ser
utilizados para evaluar otros métodos desarrollados para la misma determinacién
(ISO 16140).

Tipo Il: Métodos alternativos. Métodos que han sido validados por comparacion
con el método de referencia que corresponda, de acuerdo a un estandar
aceptado (ej. ISO 16140, ISO/TR 13843, ISO 17994 etc.) y son generalmente
reconocidos por la comunidad cientifica y tecnolégica como equivalentes al

método de referencia.

Tipo lll: Métodos basados en métodos de referencia. Métodos descritos en
procedimientos internos del laboratorio, que estan basados claramente en
métodos de referencia y que no suponen una modificacidén técnica respecto del

método de referencia que ponga en cuestién su validez técnica.

Deben mantenerse actualizados en relacién con el método de referencia en que

se fundamentan.

En cualquier caso, se consideran modificaciones técnicas respecto del método
de referencia, aquellas que pongan en cuestién su validez técnica, como, por
ejemplo, cambios relevantes en un medio de cultivo, cambios en las condiciones

de incubacion (tiempo/temperatura), etc.

Tipo IV: Otros métodos. Son aquellos métodos desarrollados por el propio

laboratorio o por cualquier otra parte (un fabricante o proveedor de equipos, de
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medios de cultivo etc.), y que no disponen del reconocimiento de los métodos de

referencia o de los métodos alternativos.

Como parte de los procedimientos de ensayo, se deben incluir también los
procedimientos para la preparacion de las muestras en relacion con el alcance
solicitado, pues se trata de un aspecto critico en determinados alcances (ej.:
alimentos). Existen normas reconocidas que regulan la manipulacion previa de
los objetos de ensayo (ej. serie de normas ISO 6887, UNE-EN ISO 8261) y que

deben ser consideradas como una referencia adecuada.

3.4.7.1 Caracteristicas de funcionamiento de los métodos validacion. qs

Los métodos de ensayo presentados para su acreditacion deben estar validados.
Para ello, es necesario conocer las caracteristicas de funcionamiento del método.
Por otra parte, la extension de las actividades de validacion a realizar por el

laboratorio dependera del tipo de método seleccionado:

Métodos Normalizados (Tipo I) Los métodos normalizados entendidos como de
referencia no requieren una validacion completa. El laboratorio debe, tal y como
establece la norma ISO/IEC 17025:2017 “confirmar que puede aplicar

correctamente los métodos normalizados antes de utilizarlos para los ensayos”.

Métodos alternativos (Tipo Il). A efectos de validacién, los métodos alternativos
se trataran como los métodos de referencia. No obstante, para que OSA entienda
que un método se puede considerar como método alternativo debera disponer de
evidencias de su validaciéon. En caso de que dichas evidencias no estén

disponibles sera responsabilidad del laboratorio solicitante el aportarlas.

Métodos basados en métodos de referencia (Tipo Ill). Los métodos basados en
métodos de referencia no precisan de una validacion completa. No obstante, el

Laboratorio deberé realizar la necesaria comprobacién de su funcionamiento.
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Comprobacion de la Aplicacion correcta de métodos Tipo I, 11 y lll. El laboratorio
debe justificar la seleccion del nimero y tipo de matrices en funcion del alcance
de acreditacion y ésta deberia basarse en la informacion tomada de referencias
bibliograficas o estandares internacionales (gj.: Anexo B de ISO 16140, ISO/TS
19036).

Otros métodos (Tipo IV) La norma ISO/IEC 17025:2017 en su apartado 5.4.2
establece que el laboratorio debe validar los métodos no normalizados y los
meétodos que disefia o desarrolla para confirmar que los métodos son aptos para
el fin previsto. La validacién debe ser tan amplia como sea necesario para
satisfacer las necesidades del tipo de aplicacion o del campo de aplicacién dados.
Por tanto, para este tipo de métodos, el laboratorio debera evaluar su idoneidad
para su ambito de aplicacion, asi como las actividades necesarias a realizar para
garantizar su validez técnica. En este sentido las actividades en los apartados
7.31, 7.3.2 y 7.3.3 de este documento, se han considerado como validas para
asegurar la adecuacion al uso, pero no permiten garantizar de forma completa la
validez de los métodos definidos como Tipo IV ni su caracterizacion ya que éstas
deben estar fundamentadas en referencias validas (ej.: ISO 16140, ISO /TR
13843, UNE- EN ISO 1799). Por lo tanto, el Laboratorio debera disponer de

evidencias completas de que los métodos han sido validados de forma adecuada.

3.4.8 Parametros de validacion segun clasificacion del método. @

Se presentan a continuacion caracteristicas de funcionamiento que al menos se
deben confirmar en el caso de métodos de referencia, alternativos y basados en

métodos de referencia teniendo en cuenta la naturaleza del método.

3.4.8.1 Métodos Cuantitativos.
Tener en cuenta que, para cada uno de los parametros aca definidos y sus
respectivas especificaciones (ver tabla N°1), prevalece lo establecido en los

métodos de referencia utilizados para cada uno de los métodos.
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- Repetibilidad:

Precisién de medida bajo un conjunto de condiciones de repetibilidad.

2 DSR?
., =28+
- n

%, =1 * 100

(Ecuacién 1)

Donde:

r: Repetibilidad

DSR: Desviacion Estandar Relativa
S: Desviacion estandar

X: Promedio

Nota: Este conjunto de condiciones incluye el mismo procedimiento de medida,
los mismos operadores, el mismo sistema de medida, las mismas condiciones de
operacion y el mismo lugar, asi como mediciones repetidas del mismo objeto o

de un objeto similar en un periodo corto de tiempo.
- Reproducibilidad:

Precision de medida bajo un conjunto de condiciones de reproducibilidad.

2|DSR,? + DSR,? (Ecuacioén 2)
R, =28+ —

%R., = R * 100



48

Donde:
R: Reproducibilidad
DSR: Deviacion Estandar Relativa

Este conjunto de condiciones incluye diferentes lugares, operadores, sistemas de
medida y mediciones repetidas de los mismos objetos u objetos similares. Los
diferentes sistemas de medicién pueden utilizar diferentes procedimientos de
medida. En la préactica, conviene que toda especificacion relativa a las

condiciones incluya las condiciones que varian y las que no.

- Recuperacion.

Media del logaritmo del recuento » 100  (Ecuacion 3)

Logaritmo de las UFC inoculadas

% de Recuperacion =

- Sesgo.

Una determinacion practica del sesgo se basa en la comparacion de los

resultados (x) del método candidato con un valor de referencia adecuado (Xrer).
Célculo:
La diferencia absoluta de lo recuperado y lo inoculado es < 0.3 log

. (Ecuacién 4)
Sesgo - Xrecuperdo - Xinculado

- Incertidumbre.

Parametro, asociado al resultado de una medicion, que caracteriza la dispersion

de los valores que podrian ser razonablemente atribuidos al mensurando.

(Ecuacién 5)



Donde:

n
SR = lz (Vja _ij)Z
ni=1 2

SR: Desviacion Estandar de Reproducibilidad.
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Yy, i, J: Son los datos transformados a logaritmos, en log 10 (UFC/g) o log10

(UFC/ml)

i: Es el indice de la muestra, i:1 n (n>10)

j: Es el indice de la condicion de reproducibilidad, j=A o B.

El parametro puede ser, por ejemplo, una desviacion estandar (o un maltiplo de

ella), o la mitad de un intervalo de un nivel de confianza determinado.

Tabla N°1. Criterios establecidos para la evaluacién de métodos microbioldgicos

cuantitativos. as

especificacion del método.
El limite de repetibilidad
debe ser menor al 3%

Pardmetro Criterio de aceptacién
Muestras no contaminadas | Muestras contaminadas
naturalmente

Analista: uno Analista: uno
NUmero minimo de | NUmero minimo de ensayos:
ensayos: seis. seis.

Repetibilidad Nivel de fortificacién: al | Nivel de fortificaciébn: No
menos uno de acuerdo a la | aplica.

El limite de repetibilidad debe
ser menor al 3%

Reproducibilidad

NUmero de repeticiones: no
menos de seis analistas.
Minimo 2 analistas.

Nivel de fortificacion: al
menos uno de acuerdo a la
especificacion.

R < 3%

NUmero de repeticiones: no
menos de seis por analista.
Nivel de fortificacion: No
aplica.

R<3%

Recuperacion

NUmero de repeticiones: al menos 6 porciones de muestra

por cada analista.

Tipo de muestra: solo muestras no contaminadas.
El nivel de fortificacion al menos uno y se espera una
recuperacion entre el 90-110% log.




La verificacién del inoculo puede realizarse durante la
ejecucion del ensayo por sextuplicado.

Nota: en algunos casos puede requerirse mas de un nivel
de fortificacién de acuerdo al rango de trabajo del método.

Sesgo

NUmero de repeticiones: por lo menos 6

Tipo de muestras: solo muestras no contaminadas.
Numero de analistas: uno

Nivel de fortificacion: por lo menos uno (medio)

Incertidumbre

Se considera una referencia adecuada las pautas
establecidas en el documento técnico ISO/TS 19036:2006.

3.4.8.2 Métodos Cualitativos

- Limite de deteccion:

50

La estimacion del limite de deteccion requiere del empleo de suspensiones de

in6culo con niveles de concentracion bajos.

El propio intervalo de confianza a estos bajos niveles hace que, desde un punto

de vista estadistico, no se pueda conocer de forma exacta si un determinado

in6culo contiene o no el microorganismo a detectar. Por tanto, es aceptable

comprobar el método con bajos niveles de indculos de microorganismos diana de

forma que se evallen diferencias entre las distintas matrices, analistas, equipos

etc., verificAndose la capacidad del laboratorio para obtener resultados

reproducibles a estos niveles. Se definen criterios de aceptacion para la

evaluacion de métodos microbiolégicos cualitativos que declaran el cumplimiento

de los parametros establecidos. (ver tabla N° 2)
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Tabla N°2. Criterios establecidos para la evaluacién de métodos microbioldgicos
cualitativos. s

Parametros Criterio de aceptacion

Al verificar el tamafio del inoculo por lo
menos seis veces, en promedio
Verificacion del tamafio del inoculo. se obtienen cuentas de menos de 10 UFC*
y ninguna de 10 UFC o mas.

Numero de repeticiones: 3

Verificacion de la muestra. Analistas: uno

Resultados positivos: 0%

Numero de repeticiones: al menos 6 por
analista

Verificacién del limite de deteccion. Analistas: al menos dos

Resultados positivos: al menos el 80%
Tamafio del inoculo: menos de 10 UFC
NUumero de repeticiones: al menos 6 por
analista.

Falsos positivos Analistas: al menos dos

Resultados positivos verdaderos: 100%
Falso positivo: 0%

Tamafio del inoculo: més de 100 UFC
Incertidumbre No aplica para métodos cualitativos

* Preferentemente menores o iguales a 5 UFC




_CAPITULO IV
DISENO METODOLOGICO
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4.0 DISENO METODOLOGICO

4.1 TIPO DE ESTUDIO.

Estudio experimental: El estudio se realiz6 en las instalaciones del
Laboratorio de Control de Calidad del Ministerio de Salud de El Salvador
donde se desarrolld el proceso de validacion para comprobar efectividad
antimicrobiana de clorhexidina 4% y yodopovidona 10%, la muestras de
andlisis fueron proporcionadas por el area de inspeccién y muestreo, los
resultados fueron obtenidos a través de ensayos y pruebas en el area de
analisis microbioldgico; la metodologia aplicada esta referenciada en la
normativa NMX-BB-040-SCFI-1999, consiste en la comprobacion de
efectividad antimicrobiana de germicidas frente a cepas de referencia
Staphylococcus aureus ATCC 6538 y Escherichia coli ATCC 11229. Los
ensayos realizados servirdn para la propuesta de validacion de la

metodologia empleada.

Estudio transversal: Se estableci6 un periodo para desarrollar la
metodologia de estudio, comprendido del mes de julio a noviembre del afio
2022, mediante la experimentacién y descripcion de los resultados

obtenidos en el analisis microbioldgico.

4.2 INVESTIGACION BIBLIOGRAFICA.

La revision bibliogréafica se realiz6 en las siguientes fuentes:

Biblioteca Dr. Benjamin Orozco de la Facultad de Quimica y Farmacia de
la Universidad de El Salvador

Biblioteca Central de la Universidad de El Salvador

Consorcio de Bibliotecas Universitarias de El Salvador (CBUES)
Repositorio Institucional de la Universidad de El Salvador

Portal Regional de la Biblioteca Virtual en Salud (BVS)

Internet
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4.3 CAMPO DE APLICACION

La parte experimental fue llevada a cabo dentro del &area de analisis
microbiolégico del Laboratorio de Control de Calidad del MINSAL el cual cuenta
con el equipo e indumentaria necesaria que estuvo a la disposicion del estudiante
para realizar los procedimientos necesarios para las determinaciones de los
ensayos como también las condiciones ambientales ideales para la obtencion de
resultados satisfactorios. Los materiales, equipos y reactivos utilizados deben
ser adecuados, cristaleria certificada para laboratorios de ensayo, equipos con
calibraciones vigentes, los microorganismos de prueba utilizados calidad ATCC
con disposicion de cinco pasajes de la cepa de referencia, cristaleria e insumo
debidamente esterilizados en autoclave.

Para llevar a cabo la validacion de los antisépticos, el area de Inspeccion y
Muestreo proporciono al area de Analisis Microbiologico las muestras de
Clorhexidina 4% y Yodopovidona 10% que fueron recolectadas mediante un
muestreo por atributos y que fueron estas las asignadas para realizar la

investigacion.
4.4 PARTE EXPERIMENTAL

Materiales, equipos y reactivos. (Ver anexo N° 1)

4.4.1 RECOLECCION DE MUESTRA

Las muestras fueron asignadas por parte del area de inspeccion y muestreo del
Laboratorio de Control de Calidad del Ministerio de Salud. El area es la encargada
de recibir y registrar las muestras provenientes de compras del MINSAL @9,
FOSALUD vy las que proceden de la venta del servicio de analisis fisico-quimico
y microbioldgico, las muestras ingresan al laboratorio para su respectivo analisis.
Ademas, mantienen el control de estabilidad fisica de las muestras a condiciones

de temperatura y humedad relativa controladas en su bodega de retencién.
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Los procedimientos de recoleccion de muestras y la identificacion realizada por

la institucion, fueron catalogados como confidenciales en el presente estudio.

4.4.2 |IDENTIFICACION DE LA MUESTRA

Para identificacion de las muestras se asignaron Unicamente codigos
alfanumeéricos, nombres genéricos y concentraciones. Se propuso un formato
para etiquetado de muestras en las que la clorhexidina 4% se le atribuye el
codigo: MC42022 y a la yodopovidona 10% el cédigo: MY102022. (Ver anexo 2)

Por acuerdos de confidencialidad entre el Laboratorio de Control de Calidad del
Ministerio de Salud de El Salvador y el solicitante de analisis, solo se detallara
codigo de muestra y nombre genérico de muestras, sin detallar informacion

adicional.

4.4.3 PREPARATIVOS PARA REALIZAR METODOLOGIA DE EFECTIVIDAD
ANTIMICROBIANA.

4.4.3.1 Preparacion de soluciones. (Ver anexo N°1) *

- Solucién salina estéril 0.9%

- Agua estéril

4.4.3.2 Preparacion de los medios de cultivo.

Medios de cultivo deshidratados. (Ver anexo N°1) *

- Agar Triptona-Soja (TSA)

- Caldo Dey-Engley neutralizante

4.4.3.3 Preparacion y acondicionamiento de cepas ATCC

Microorganismos de prueba (2.

- Staphylococcus aureus ATCC 6538
- Escherichia coli ATCC 11229
*(Los medios de cultivos y soluciones se prepararon de acuerdo a los

procedimientos internos del area de Analisis Microbioldgico).
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4.4.3.3.1 Reanimacion de cepas de referencia.

Dejar que la bolsa del pellet sin abrir se adapte a la temperatura
ambiente. Abrir la bolsa rasgando a la altura del corte y quite la unidad
del pellet.

Retirar la porcién de la etiqueta, rasgar y colocar a la placa de cultivo
principal o al registro de control de calidad. No desarmar el dispositivo
durante la hidratacion.

Sobre el borde de la mesa de trabajo, agrietar la ampolla en la parte
superior del pellet (justo debajo del menisco del liquido de la ampolla)
para liberar el liquido hidratante.

Mantener de forma vertical y golpear suavemente sobre una superficie
dura para facilitar el flujo del liquido por el mango hasta la parte inferior
de la unidad que contiene el granulo.

Apretar la parte inferior de la unidad para que el granulo se disuelva en
el liquido hasta lograr una suspensién homogénea.

De inmediato, saturar el hisopo abundantemente con el material
hidratado y transferir al medio con agar correspondiente

Inocular la placa de cultivo principal girando con suavidad el hisopo
sobre un tercio de la placa.

Descartar el pellet de forma apropiada para desechos de riesgo
bioldgico.

De inmediato, incubar la(s) placa(s) invertida(s) de cultivo principal
inoculada(s) a temperatura y en condiciones apropiadas para el
microorganismo.

Ver anexo N°3.

4.4.3.3.2 Conservacion de microorganismos de prueba: (o

Tomar crecimiento microbiano de la placa inoculada con la unidad del

pellet con un hisopo completamente estéril.
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- Estriar en tres placas de agar TSA e incubar 24h a una temperatura de
30a35°C

- Adicionar 5 mL de caldo CASOY a cada una de las placas incubadas
con ayuda de una micropipeta P1000

- Adicionar perlas de ebullicion para facilitar el arrastre de
microorganismos a un beaker de 100 mL completamente estéril que
contendra la suspension madre de microorganismos.

- Tomar de la suspensién madre 850 uL y agregar 150 pL de glicerina
estéril para crear un medio crioprotector.

- Rotular cada uno de los crioviales con el nimero de ATCC que lo
identifica y agitar para homogeneizar la suspension.

- Depositar en un rack y almacenar en el ultracongelador a una

temperatura de -40 a -80°C

4.5 PROCEDIMIENTOS PARA LLEVAR A CABO LA COMPROBACION DE
EFECTIVIDAD ANTIMICROBIANA (0.

4.5.1 Preparacion de la suspensibn madre y estandarizacion de los

microorganismos de prueba.

- Tomar del ultracongelador los microorganismos de prueba que se van a
utilizar.

- Ambientar crioviales que contienen las cepas ATCC hasta descongelar
completamente.

- Tomar con un hisopo estéril suspension de microorganismos y estriar
completamente en una placa con agar TSA e incubar 24h a una
temperatura de 30 a 35 °C.

- Tomar crecimiento microbiano de la placay estriar otras 3 placas con agar

TSA, incubar a una temperatura de 30 a 35°C por 24 h.
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- Adicionar 5 mL de caldo CASQY a cada una de las placas incubadas con
ayuda de una micropipeta P1000.

- Adicionar perlas de ebullicion para facilitar el arrastre de microorganismos.

- Transferir a un beaker de 100 mL completamente estéril la suspension de
microorganismos.

- Transferir 1000 pL de suspensién de microorganismos a un tubo con 9.0
mL de caldo CASOY.

- Ajustar blanco con caldo CASOY a un 100% de transmitancia y no
interfiera en la estandarizacion de la bacteria.

- Ajustar %transmitancia de suspension madre a una longitud de onda de
580 nm hasta llegar a una lectura entre 3% y 5% de transmitancia.

- Determinar en la suspension el nimero de Unidades Formadoras de
Colonias por mililitro (UFC / mL) y precisar el porcentaje de transmitancia
de una suspension que contenga de 75 a 125 X 108 UFC/mL.

- Ver anexo N°4

4.5.2 Determinacion de la cuenta viable inicial de la suspension estandarizada

entre 3% y 5% de transmitancia (o).

- Efectuar las diluciones decimales necesarias para obtener placas que
contengan cada una entre 25y 250 UFC.

- Transferir 1 mL de la suspension de microorganismos de prueba
estandarizada a un erlenmeyer que contenga 99 mL de solucién
amortiguadora de fosfatos diluida estéril (dilucién 1:100 o 10 ?)

- Hacer tres diluciones 1:100 adicionales de manera secuencial (104, 10
y 10®) y luego hacer una dilucién 1:10 para llegar a la dilucién 10°

- Colocar en placas de petri estériles 1 mL de cada dilucién por duplicado.

- Agregar a cada placa un volumen de 20 mL aproximadamente de agar
TSA.
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- Homogeneizar y dejar solidificar, invertir las cajas de petri e incubar
durante 48 h a una temperatura entre 30 a 35°C.

- Realizar conteo de UFC luego del debido tiempo de incubacion con ayuda
det cuenta colonias.

- Ver anexo N°5

4.5.3 Comprobacion de la efectividad antimicrobiana de clorhexidina al 4% y

yodopovidona al 10%
4.5.3.1 Determinacion de células sobrevivientes o). (Ver Anexo N° 6)

- Para cada uno de los microorganismos de prueba, medir exactamente y
por duplicado 99 mL del producto o su diluciéon, transferir a matraces
erlenmeyer de 250 mL con tapon de rosca estériles.

- Agitar los matraces, suspender la agitacion, justamente antes de la
inoculacion, para que, en el momento de la misma, aln exista movimiento
residual del liquido y asi facilitar la incorporacién del indculo.

- Inocular en forma individual cada matraz con cada uno de los
microorganismos de prueba en el centro de la superficie del liquido,
evitando tocar con la pipeta, el cuello o las paredes del matraz.

- Agitar el matraz con la muestra inoculada y exactamente en los tiempos
de: 5s, 15s y 30s tomar 1.0 mL con micropipeta p1000

- Transferir la cantidad tomada a un tubo de ensayo que contiene 9 mL de
caldo neutralizante y mezclar.

- Transferir por duplicado alicuotas de 1,0 mL a cajas de petri estériles y
continuar diluyendo hasta tener las diluciones necesarias para obtener
placas que contengan de 25 a 250 colonias.

- Agregar a cada placa de 20 mL del medio agar TSA con neutralizante,
homogeneizar, permitir que solidifique, invertir las placas e incubar durante
48 h entre 30 a 35°C.
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- Después del periodo de incubacion, contar el nimero de UFC en las
placas.

- Ver anexo N°6.

4.5.3.2 Determinacion del porcentaje de reduccion. o
Promediar los resultados de las placas de la cuenta viable inicial y de las
células sobrevivientes y calcular el % de reduccién mediante la siguiente

ecuacion:

Sx100
C.V. (Ecuacién 1)

% reduccion = 100 —

Donde:

S: Células sobrevivientes (UFC/mL)
C.V.: Cuenta viable inicial
Informar el porcentaje de reduccion obtenido en la muestra del producto.

4.5.3.2 Interpretacion de resultados o).

Un producto etiquetado como germicida, debe tener un porcentaje de reducciéon
de la cuenta viable de 99,999 % en 5s, 15s y 30s y de contacto a la concentracion
de uso recomendada, cuando la cuenta viable inicial se encuentra entre 75y 125
X 108 UFC / mL.
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4.6 PROTOCOLO DE VALIDACION PARA COMPROBAR EFECTIVIDAD
ANTIMICROBIANA. (Ver anexo N°7)

La propuesta de validacién implementada para comprobar efectividad
antimicrobiana tomé en cuenta los parametros recomendados para la validacion
de métodos microbioldgicos cuantitativos dados por el Organismo Salvadorefio
de Acreditacién en su Politica para la Validacion y Estimacion de la Incertidumbre
de Métodos Microbiolégicos (PO 9.4) as).

El método esta basado en la norma NMX-BB-040-SCFI-1999 de la Farmacopea
de los Estados Unidos Mexicanos. Por lo tanto, se considera de tipo I, es decir,
que el laboratorio debe confirmar que puede aplicar correctamente los métodos
normalizados antes de utilizarlos para los ensayos, como lo establece la norma
ISO/IEC 17025:2017.

Tener en cuenta que, para cada uno de los parametros definidos y sus
respectivas especificaciones prevalece lo establecido en los métodos de

referencia utilizados para cada uno de los métodos.

4.6.1 Ecuaciones para calcular parametros de validacion

4.6.1.1 Férmula para calculo del porcentaje de repetibilidad @5

%r =1 =100 (Ecuacion 2)

28 /DSRZ (Ecuacion 3)
2

DSR = )S—? (Ecuacion 4)
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S = Y(Xi—-X)2 (Ecuacién 5)
- n-1

Donde:

%r: Porcentaje de repetibilidad

r: Repetibilidad en términos de desviacion

DSR: Desviacion estandar relativa de los valores obtenidos
n: Indica el nimero de ensayos realizados

S: Desviacion estandar de los valores obtenidos

X: Promedio de los resultados

Xi: Valores individuales de cada ensayo.

4.6.1.2 Foérmula para célculo del porcentaje de reproducibilidad (s

2 2
R = 2_8\/DSR1 -; DSR; (Ecuacién 5)

%R = R * 100 (Ecuacién 6)
Donde:
R: Indica reproducibilidad en términos de desviacion
DSR1: Desviacion estandar relativa del analista 1

DSR2: Desviacion estandar relativa del analista 2
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%R: Porcentaje de reproducibilidad entre los valores obtenidos por cada analista.

4.6.1.3 Formula para calculo de porcentaje de recuperacion s,

Media del logaritmo del recuento * 100

% de Recuperacion = (Ecuacién 7)

Logaritmo de las UFC inoculadas
Donde:

% de Recuperacion: Indica la capacidad de recuperacion del microorganismo

bajo condiciones de prueba especificas.

Media del logaritmo del recuento: Indica el promedio de los microorganismos

recuperados en el ensayo de recuperacion.

Logaritmo de las UFC inoculadas: Concentracion inicial de microorganismos

inoculados en la prueba.
4.6.1.4 Formula para célculo de sesgo @s).

Sesgo = /Xrecuperado - Xinoculado/ (Ecuacién 8)
Donde:

Sesgo: Indica la diferencia absoluta entre los microorganismos recuperados y los

inoculados inicialmente.

4.6.2 Procedimiento de validacion y tabulacién de datos.
4.6.2.1 Dilucién de muestra a 1:10 de clorhexidina 4% y yodopovidona 10%

— Medir exactamente 10 mL de muestra con una jeringa de 20mL estéril,
transferir a un matraz de 250 mL con tapon de rosca estériles.
— Medir con una probeta 90 mL de agua destilada estéril y transferir al matraz

con la muestra para obtener una dilucién 1:10.
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— Agitar hasta homogenizar completamente la muestra con el cuidado de no
formar demasiada espuma.

— Extraer 1 mL de muestra del matraz y depositarlo en un descarte *

— Repetir el procedimiento para completar 6 matraces con muestra diluida.

4.6.2.2 Estandarizacion de cepas de referencia y determinacion de la cuenta
viable (CV) ao (Ver Anexo N° 4y Anexo N° 5)

— Determinar la cuenta viable inicial de suspensiones estandarizadas para
cada uno de los microorganismos de referencia empleados, segun el
apartado 4.5.1y 4.5.2.

— Tabular los resultados obtenidos.

4.6.2.3 Determinacion de eficacia antimicrobiana de clorhexidina 4% vy
yodopovidona 10%. (Ver Anexo N° 6)
— Tomar un matraz erlenmeyer con muestra diluida como se describe en el
apartado 4.6.2.1.
— Realizar el procedimiento descrito en el apartado 4.5.3.1. para la

determinacion.

4.6.3 Parametros de validacidn y criterios. as

Los parametros y criterios de aceptacion seran aplicados con respecto al % de
reduccion de la metodologia de efectividad antimicrobiana.

4.6.3.1 Pardmetro de Repetibilidad.

Para la realizacion y cumplimiento del parametro se siguieron las

especificaciones dadas.

— Realizado por un analista.

— Su criterio de aceptacion debe ser un limite de repetibilidad < 3 % qs).
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— Debe realizar la cantidad de 6 ensayos con cada una de las muestras y

los microorganismos en el orden que se presenta a continuacion:

Tabla N° 3. Orden de andlisis de cada muestra para repetibilidad.

(Fuente: Elaboracion propia)

Clorhexidina 4%

Yodopovidona 10%

Staphylococcus
aureus ATCC 6538

Escherichia coli
ATCC 11229

Staphylococcus
aureus ATCC 6538

Escherichia coli
ATCC 11229

Documentar los resultados de cada una de las determinaciones del porcentaje

de reduccién con cada una de

las muestras en presencia de cada

microorganismo por separado en los tiempos de 5s 15s y 30s, siguiendo cada

uno de los procedimientos siguientes:

4.6.3.1.1 Ensayo de efectividad antimicrobiana de clorhexidina

4%

y

yodopovidona 10% en presencia de Staphylococcus aureus ATCC

6538 y Escherichia coli ATCC 11229 para comprobar repetibilidad.

— Tomar un matraz erlenmeyer con la muestra diluida como se muestra en
el apartado 4.6.2.1.

— Realizar el procedimiento descrito en el apartado 4.5.3.1. para la

determinacion. (Ver Anexo N° 6)

— Realizar y documentar los calculos de la determinacién del porcentaje de

reduccion con los datos obtenidos de cada ensayo realizado para

clorhexidina 4% vy yodopovidona 10% (Anexos N°9 al N°12 para

clorhexidina 4%; y Anexos N°21 al N°24 para yodopovidona 10%)

— Documentar los porcentajes de reduccion obtenidos de todos los ensayos

para realizar los calculos correspondientes (Anexos N°13 al N°14 para

clorhexidina 4% y Anexos N°25 al N°26 para yodopovidona 10%)
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— Determinar si se cumple con el criterio de aceptacién que el parametro de
repetibilidad establece. (Ver Tabla N°10 para Clorhexidina 4% y Tabla
N°17 para yodopovidona 10%)

4.6.3.2 Pardmetro de Reproducibilidad.

Para la realizacién y cumplimiento del parametro se seguiran las especificaciones

dadas para este.

— Realizado por dos analistas.
— El criterio de aceptacion debe ser una reproducibilidad de R<3 %.
— Deben realizar la cantidad de 6 ensayos con cada una de las muestras y

los microorganismos en el siguiente orden:

Tabla N°4. Orden de andlisis para reproducibilidad en analista 1. (Fuente:
Elaboracion propia)

Analista 1:

Clorhexidina 4%

Yodopovidona 10%

Staphylococcus
aureus ATCC 6538

Escherichia coli
ATCC 11229

Staphylococcus
aureus ATCC 6538

Escherichia coli
ATCC 11229

Tabla N°5. Orden de andlisis para reproducibilidad en analista 2. (Fuente:
Elaboracién propia)

Analista 2:

Clorhexidina 4% Yodopovidona 10%

Staphylococcus
aureus ATCC 6538

Escherichia coli
ATCC 11229

Staphylococcus
aureus ATCC 6538

Escherichia coli
ATCC 11229

Documentar los resultados de cada una de las determinaciones del porcentaje
de reduccibn con cada una de las muestras en presencia de cada
microorganismo en los tiempos de 5s 15s y 30s, siguiendo cada uno de los

procedimientos siguientes:
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4.6.3.2.1 Ensayo de efectividad antimicrobiana de Clorhexidina 4% vy
Yodopovidona 10% en presencia de Staphylococcus aureus ATCC
6538 y Escherichia coli ATCC 11229 para comprobar reproducibilidad.
— Tomar un matraz erlenmeyer con muestra diluida como se describe en el
apartado 4.6.2.1.
— Realizar el procedimiento descrito en el apartado 4.5.3.1. para la
determinacion. (Ver Anexo N° 6)

Realizar y documentar los calculos de la determinacion del porcentaje de
reduccion con los datos obtenidos de cada ensayo realizado para clorhexidina
4% y yodopovidona 10% (Anexos N°9 al N°12 para clorhexidina 4%; y Anexos
N°21 al N°24 para yodopovidona 10%), luego documentar los porcentajes de
reduccion obtenidos de todos los ensayos para realizar los célculos
correspondientes (Anexos N°15 al N°16 para clorhexidina 4% y Anexos N°27 al
N°28 para yodopovidona 10%) y determinar si se cumple con el criterio de
aceptacion que se establece para el parametro de reproducibilidad. (Ver Tabla

N°11 para Clorhexidina 4% y Tabla N°18 para yodopovidona 10%)

4.6.3.3 Pardmetro de Recuperacion.

Para la realizacibn y cumplimiento del parametro se siguieron las
especificaciones dadas:
— Se tomaron al menos 6 porciones de muestra por cada analista.
— Su criterio de aceptacion a cumplir es una recuperacion entre el 90-110 %
log @
— Cada microorganismo se puso en contacto en presencia de cada una de

las porciones de muestras por separado.

Determinacion de la recuperaciéon de los microorganismos en presencia de cada

muestra.

— Staphylococcus aureus ATCC 6538
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— Escherichia coli ATCC 11229

Procedimiento:

— Tomar 6 tubos conteniendo 9 mL de caldo neutralizante

— Tomar las 6 porciones de muestra diluida segun el apartado 4.6.2.1 en
alicuotas de 1mL y depositarlas en cada uno de los tubos con
neutralizante.

— Agitar con vortex cada uno de los tubos hasta su completa
homogeneizacion.

— Inocular cada uno de los tubos con 0.1 mL de la dilucién de
microorganismos con la C.V. del apartado 4.5.2.

— Agitar en vortex cada uno de los tubos con las porciones de muestras.

— Colocar en placas estériles 1 ml de cada uno de los tubos por duplicado.

— Agregar por vertido en placa aproximadamente 20 mL de agar TSA,
homogeneizar y dejar solidificar posteriormente se debe incubar a una
temperatura de 35°C por 48 h.

— Realizar el conteo de las colonias recuperadas con ayuda de un equipo de
cuenta colonias.

— Reportar los resultados de los recuentos.

Reportar los datos obtenidos (Ver anexo N° 17 al N°20 para clorhexidina 4% y
Anexos N°29 al N°32 para yodopovidona 10%) y realizar los calculos para
muestra y microorganismos y determinar si se cumple con el criterio de
aceptaciéon que el parametro establece. (Ver Tabla N°12, Tabla N°13 para
clorhexidina 4% y Tabla N°19, Tabla N°20 para yodopovidona 10%)

4.6.3.4 Parametro de Sesgo
Para la realizacibn y cumplimiento del parametro se siguieron las

especificaciones dadas para este.

— Lo realizé Gnicamente un analista.
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Su criterio de aceptacion: La diferencia absoluta de lo recuperado y lo
inoculado es < 0.3 log. @s)

Fueron realizados 6 ensayos de recuperacién con cada una de las
muestras con los microorganismos de prueba como se presenta a

continuacion:

Tabla N°6. Orden de andlisis de cada muestra para sesgo. (Fuente: Elaboracion

propia)
Clorhexidina 4% Yodopovidona 10%
Staphylococcus Escherichia coli Staphylococcus Escherichia coli
aureus ATCC 6538 ATCC 11229 aureus ATCC 6538 ATCC 11229

Procedimiento:

Tomar las 6 porciones de muestra diluida segun el apartado 4.6.2.1 en
alicuotas de 1mL y depositarlas en cada uno de los tubos con
neutralizante.

Agitar con vortex cada uno de los tubos hasta su completa
homogeneizacion.

Inocular cada uno de los tubos con 0.1 mL de la dilucién de
microorganismos con la C.V. del apartado 4.5.2.

Agitar en vortex cada uno de los tubos con las porciones de muestras.
Colocar en placas estériles 1 ml de cada uno de los tubos por duplicado.
Agregar por vertido en placa aproximadamente 20 mL de agar TSA,
homogeneizar y dejar solidificar posteriormente se debe incubar a una
temperatura de 35°C por 48 h.

Realizar el conteo de las colonias recuperadas con ayuda de un equipo de
cuenta colonias.

Repetir el procedimiento por sextuplicado.

Reportar los resultados

Reportar los resultados y realizar los célculos para determinar si se cumple con

el criterio de aceptacion con cada microorganismo en presencia de cada muestra.
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(Ver Tabla N° 14 y Tabla N°15 para Clorhexidina 4%; Tabla 21 y Tabla N°22 para
yodopovidona 10%)

4.7 INFORME DE VALIDACION. (Ver Anexo N° 8)

El informe de validacion contendra la evidencia de todos aquellos resultados
obtenidos a partir de la ejecucion de los procedimientos planteados para la
determinaciéon de los pardmetros de validacion contenidos en el protocolo de
validacion y que se llevaron a cabo para validar la metodologia para comprobar

efectividad antimicrobiana de clorhexidina 4% y yodopovidona 10%



CAPITULO V
RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS
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5.0 RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS.

Los Resultados y Discusion de los Resultados fueron clasificados tal como se

muestra en el siguiente esquema para una mejor compresion.

Resultados y Discusion de
Resultados

[ 5.1 Protocolo de Validacion ]

5.2 Estandarizacion y

Determinacion de la cuenta viable

4 N\ 4

5.3 Determinacion de efectividad 5.5 Determinacion de efectividad

antimicrobiana de Clorhexidina antimicrobiana de Yodopovidona 10%
. J .
A A

4 ~\ 4

5.4 Célculos de pardmetros para 5.6 Célculos de parametros para
L Clorhexidina 4% ) Yodopovidona 10%

'

5.4.1 Repetibilidad

!

5.4.2 Reproducibilidad

5.4.3 Recuperacién

5.4.4 Sesao

.

!

5.6.1 Repetibilidad

5.6.2 Reproducibilidad

5.6.3 Recuperacion

5.6.4 Sesao

5.7 Recopilacién de
parametros

v

7

|

5.8 Informe de Validacion ]

Figura N°1. Esquema de resultados y discusién de resultados.
(Fuente: Elaboracion propia)



5.1 PROPUESTA DE PROTOCOLO DE VALIDACION
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PROPUESTA DE PROTOCOLO DE VALIDACION PARA Fecha:
COMPROBAR LA EFECTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE

CLORHEXIDINA 4% Y YODOPOVIDONA 10%. XXXXRX

Logo
LABORATORIO DE CONTROL DE CALIDAD .
DEL MINISTERIO DE SALUD Pagina - de -
Area de Andlisis Microbioldgico

Objetivo

Demostrar a través de parametros de validacion que el andlisis de los antisépticos clorhexidina
4% y yodopovidona 10% cumplen con su uso previsto por medio de una metodologia para
comprobar la efectividad antimicrobiana en productos germicidas.

Alcance

Comprobar experimentalmente la eficacia antimicrobiana de los antisépticos de uso
hospitalario Clorhexidina 4% y Yodopovidona 10% en solucion jabonosa, haciendo uso de una
metodologia dada por la normativa mexicana NMX-BB-040-SCFI-1999 para la
DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE PRODUCTOS GERMICIDAS y
validarla mediante el cumplimiento de los parametros dados por la POLITICA 9.4 PARA LA
VALIDACION Y ESTIMACION DE LA INCERTIDUMBRE DE METODOS
MICROBIOLOGICOS, del Organismo Salvadorefio de Acreditacion (OSA).

Responsables

Nombre Cargo Firma
Br. William Alexander Ramos Ramirez Analista
Br. Carlos Javier Juérez Lépez Analista

Autorizado por:

Lic. Edwin Elid Alvanez Umafia Asesor

Lic. Julio Cesar Henriquez Pérez Asesor

PARAMETROS EN ESTUDIO

Precisién en condiciones de repetibilidad, es decir, condiciones segun
las cuales los resultados independientes de una prueba se obtienen
con el mismo método, sobre objetos de prueba idénticos, en el mismo
laboratorio, por el mismo operador, usando el mismo equipo y dentro
Repetibilidad de intervalos de tiempo cortos.

— Analista: uno
— Numero minimo de ensayos: seis
— Nivel de fortificacion: 75 a 125x108 UFC/mL
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Reproducibilidad

Precisién bajo condiciones de reproducibilidad, es decir, condiciones
segun las cuales los resultados de prueba se obtienen con el mismo
método, sobre objetos de prueba idénticos, en diferentes laboratorios,
por diferentes operadores, usando diferentes equipos.

— Numero de repeticiones: no menos de seis por analista.
— Minimo 2 analistas.
— Nivel de fortificacion: 75 a 125x108 UFC/mL

Recuperacion

Recuperacién de microorganismos en presencia de producto
aplicando neutralizacion.

— Numero de repeticiones: al menos 6 porciones de muestra
por cada analista.

— Tipo de muestras: solo muestras no contaminadas.

— El nivel de fortificacién al menos uno y se espera una
recuperacioén entre el 90-110 % log.

— Laverificacion del inoculo puede realizarse durante la
ejecucion del ensayo por sextuplicado.

Una determinacion préactica del sesgo se basa en la comparacion de
los resultados (x) del método candidato con un valor de referencia
adecuado

Sesgo —  NUmero de repeticiones: por lo menos 6
— Tipo de muestras: solo muestras no contaminadas.
— Nudmero de analistas: uno
- Nivel de fortificacion: 75 a 125x108 UFC/mL
Equipos Materiales
— Espectrémetro UV/visible —  Erlenmeyer 250 mL estériles
— Agitador vortex — Beaker 100 mL estéril
— Micropipeta 1000 pL — Beaker 200 mL estéril
— Cabina de bioseguridad — Tubos de ensayo con tapon estériles

— Puntas para micropipeta estériles
— Placas Petri desechables estériles
— Gradilla para tubos de ensayo

— Celdas para espectrofotometro

— Frasco descarte

— Pipetas volumétricas 9 mL

— Probeta 100 mL

— Perlas de ebullicion

— Valvula de 3 vias

Medios de Cultivo
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— Caldo Neutralizante (Dey-Engley)
— Agar Tripticasa Soya

— Caldo Casoy

— Solucién Salina 0.9% Estéril

— Agua destilada estéril

PROCEDIMIENTOS

1. Identificacion de la muestra

Esta metodologia es aplicable a los productos germicidas que etiqueten ser un antiséptico o
desinfectante que por lo general deben eliminar el 99.999% de los microorganismos.

Para identificacion de las muestras se asignaran Unicamente cédigos alfanuméricos, nombres
genéricos y concentraciones. Se propondra un formato para etiquetado de muestras en las que
la clorhexidina 4% se le atribuira el cédigo: MC42022 y a la yodopovidona 10% el codigo:
MY102022. (Ver anexo 2)

“Por acuerdos de confidencialidad entre el Laboratorio de Control de Calidad del Ministerio de
Salud de El Salvador y el solicitante de analisis, solo se detallara cédigo de muestra y nombre
genérico de muestras, sin detallar informacién adicional.”

2. Preparacion de Soluciones

2.1.Preparacion de solucion salina

— Pesar en balanza analitica 9 g de Cloruro de Sodio.

— Transferir cantidad pesada a un matraz volumétrico de 1000 mL

— Disolver en 500 mL de Agua Purificada, ajustar a un pH de 7,2 + 0,2, agregar agua
destilada a volumen y mezclar.

— Dispensar en recipientes y esterilizar en autoclave a 121 °C durante 15 min a 15 psi
de presion.

— Dejar enfriar y almacenar a una temperatura de 2 a 8 °C.

Alternativa: Si el analista cuenta con solucidn inyectable de solucién salina 0.9% estéril de uso
hospitalario también puede hacer uso de esta.

2.2.Preparacion de agua estéril

— Medir con ayuda de una probeta 800 mL de agua destilada

— Llevarla a un frasco de 1000 mL y rotularlo debidamente

— Esterilizar en autoclave a 121 °C durante 15 minutos

— Almacenarlo en refrigeracion a una temperatura de 2 a 8 °C hasta su posterior uso.
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El uso de esta solucién sera necesario solo si, es requerida una dilucién para la preparacién
de la muestra en evaluacion, de lo contrario omitir.

3. Preparacion de los Medios de cultivo

3.1.Preparacién de caldo neutralizante (Dey Engley)

— Pesar cantidad de medio de cultivo adecuada que desea preparar segun indicaciones
del fabricante.

— Adicionar gramos pesados de medio en un recipiente adecuado para su preparacion.

— Verter volumen total de agua segun cantidad que se requiere preparar.

— Nota: realizar lavados con el mismo volumen de agua total para evitar pérdidas del
medio.

— Realizar agitacién mecanica para facilitar la disolucion del medio.

— Medir el valor de pH antes de calentar el medio, en caso de ser necesario ajustar
afiadiendo cantidad suficiente de NaOH 1 N o HCI 1 N segun el rango de pH indicado
por el fabricante.

— Realizar calentamiento para facilitar la disolucién del medio.

— Tomar una pequefia muestra de medio preparado para posterior lectura de pH

— Llevar medio preparado al autoclave para esterilizar completamente a una
temperatura de 120°C por 15 min a 15 psi

— Enfriar luego de esterilizar y tomar el pH de la muestra para ver si cumple con las
condiciones del medio.

— Almacenar medio a temperatura de 2 a 8°C para ocupar posteriormente en método
de vertido en placa.

3.2.Preparacioén de agar tripticasa soja (TSA)

— Pesar cantidad de medio de cultivo adecuada que desea preparar segun indicaciones
del fabricante.

— Adicionar gramos pesados de medio en un recipiente adecuado para su preparacion.

— Verter volumen total de agua segun cantidad que se requiere preparar.

— Nota: realizar lavados con el mismo volumen de agua total para evitar pérdidas del
medio.

— Realizar agitacién mecanica para facilitar la disoluciéon del medio.

— Medir el valor de pH antes de calentar el medio, en caso de ser necesario ajustar
afadiendo cantidad suficiente de NaOH 1 N o HCI 1 N segun el rango de pH indicado
por el fabricante.

— Realizar calentamiento para facilitar la disoluciéon del medio.

— Tomar una pequefia muestra de medio preparado para posterior lectura de pH

— Llevar medio preparado al autoclave para esterilizar completamente a una
temperatura de 120°C por 15 min a 15 psi

— Enfriar luego de esterilizar y tomar el pH de la muestra para ver si cumple con las
condiciones del medio.

— Almacenar medio a temperatura de 2 a 8°C para ocupar posteriormente en método
de vertido en placa.
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3.3.Preparacioén de caldo digerido de caseina y soja (Caldo Casoy)

— Pesar cantidad de medio de cultivo adecuada que desea preparar segun indicaciones
del fabricante.

— Adicionar gramos pesados de medio en un recipiente adecuado para su preparacion.

— Verter volumen total de agua segun cantidad que se requiere preparar.

— Nota: realizar lavados con el mismo volumen de agua total para evitar pérdidas del
medio.

— Realizar agitacién mecanica para facilitar la disolucién del medio.

— Medir el valor de pH antes de calentar el medio, en caso de ser necesario ajustar
afiadiendo cantidad suficiente de NaOH 1 N o HCI 1 N segun el rango de pH indicado
por el fabricante.

— Realizar calentamiento para facilitar la disolucién del medio.

— Tomar una pequefia muestra de medio preparado para posterior lectura de pH

— Llevar medio preparado al autoclave para esterilizar completamente a una
temperatura de 120°C por 15 min a 15 psi

— Enfriar luego de esterilizar y tomar el pH de la muestra para ver si cumple con las
condiciones del medio.

— Almacenar medio a temperatura de 2 a 8°C para ocupar posteriormente en método
de vertido en placa.

4. Identificacion de los microorganismos de referencia

Los microorganismos requeridos para la validacion estan dados por la normativa mexicana
para comprobar la eficacia antimicrobiana de los germicidas.

e Staphylococcus aureus ATCC 6538
e Escherichiacoli ATCC 11229

5. Preparacién y acondicionamiento de las cepas ATCC

Realizar una serie de procedimientos para llevar a cabo la correcta reanimacioén de las cepas
de referencia.

5.1.Reanimacion de cepas de referencia.

— Dejar que la bolsa del pellet sin abrir se adapte a la temperatura ambiente. Abrir la
bolsa rasgando a la altura de la muesca y quite la unidad del pellet.

— Retirar la porcion de la etiqueta, rasgar y colocar a la placa de cultivo principal o al
registro de Control de Calidad. No desarmar el dispositivo durante la hidratacién.
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Sobre el borde de la mesa de trabajo, agrietar la ampolla en la parte superior del
pellet (justo debajo del menisco del liquido de la ampolla) para liberar el liquido
hidratante.

Mantener de forma vertical y golpee suavemente sobre una superficie dura para
facilitar el flujo del liquido por el mango hasta la parte inferior de la unidad que
contiene el granulo.

Apretar la parte inferior de la unidad para que el granulo se disuelva en el liquido
hasta lograr una suspensién homogénea.

De inmediato, saturar el hisopo abundantemente con el material hidratado y transferir
al medio con agar correspondiente

Inocular la placa de cultivo principal girando con suavidad el hisopo sobre un tercio
de la placa.

Descartar el pellet de forma apropiada para desechos de riesgo biolégico.

De inmediato, incubar la(s) placa(s) invertida(s) de cultivo principal inoculada(s) a
temperatura y en condiciones apropiadas para el microorganismo.

5.2.Conservacion de los microorganismos de prueba

Tomar crecimiento microbiano de la placa inoculada con la unidad del pellet con un
hisopo completamente estéril.

Estriar en tres placas de agar TSA e incubar 24h a una temperatura de 30 a 35 °C
Adicionar 5 mL de caldo CASOY a cada una de las placas incubadas con ayuda de
una micropipeta P1000

Adicionar perlas de ebullicion para facilitar el arrastre de microorganismos a un
beaker de 100 mL completamente estéril que contendra la suspensién madre de
microorganismos.

Tomar de la suspension madre 850 uL y agregar 150 pL de glicerina para crear un
medio crioprotector.

Rotular cada uno de los crioviales con el nimero de ATCC que lo identifica y agitar
para homogeneizar la suspension.

Depositar en un rack y almacenar en el ultracongelador a una temperatura de -40 a -
80°C.

PROCEDIMIENTO DE VALIDACION DE EFECTIVIDAD ANTIMICROBIANA

Preparacion de la suspensién madre y estandarizacion de los microorganismos

Tomar del ultracongelador los microorganismos de prueba que se van a utilizar.
Ambientar crioviales que contienen las cepas ATCC hasta descongelar
completamente.

Tomar con un hisopo estéril suspension de microorganismos y estriar completamente
en una placa con agar TSA e incubar 24h a una temperatura de 30 a 35 °C.

Tomar crecimiento microbiano de la placay estriar otras 3 placas con agar TSA,
incubar a una temperatura de 30 a 35°C por 24 h.

Adicionar 5 mL de caldo CASQY a cada una de las placas incubadas con ayuda de
una micropipeta P1000.
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Adicionar perlas de ebullicion para facilitar el arrastre de microorganismos.
Transferir a un beaker de 100 mL completamente estéril la suspension de
microorganismos.

Transferir 1000 pL de suspension de microorganismos a un tubo con caldo CASOY
que contenga 9.0 mL.

Ajustar %transmitancia de suspension madre a una longitud de onda de 580 nm
hasta llegar a una lectura entre 3% de transmitancia.

Determinar en la suspension el nimero de Unidades Formadoras de Colonias por
mililitro (UFC / mL) y precisar el por ciento de transmitancia de una suspension que
contenga de 75 a 125 X 108 UFC/mL.

7. Determinacion de la cuenta viable (CV) de los microorganismos

Efectuar las diluciones decimales necesarias para obtener placas que contengan cada
una entre 25y 250 UFC.

Transferir 1 mL de la suspension de microorganismos de prueba estandarizada a un
Erlenmeyer que contenga 99 mL de solucion amortiguadora de fosfatos diluida estéril
(dilucion 1:100 o 10 -2)

Hacer tres diluciones 1:100 adicionales de manera secuencial (10-4, 10-6, y 10-8) y
luego hacer una dilucién 1:10 para llegar a la dilucién 10-9

Colocar en cajas de petri estériles 1 mL de cada dilucién por duplicado.

Agregar a cada placa un volumen de 20 mL aproximadamente de agar TSA.
Homogeneizar y dejar solidificar, invertir las cajas de petri e incubar durante 48 h a una
temperatura entre 30 a 35°C.

Realizar conteo de UFC luego del debido tiempo de incubacién con ayuda del cuenta
colonias.

8. Dilucidon de muestra a 1:10 de clorhexidina 4% y Yodopovidona 10%

— Medir exactamente 10 mL de muestra con una probeta de 20mL estéril,
transferir a un matraz de 250 mL con tapdn de rosca estériles.

— Medir con una probeta 90 mL de agua destilada estéril y transferir al matraz con
la muestra para obtener una dilucién 1:10.

— Agitar hasta homogeneizar completamente la muestra con el cuidado de no
formar demasiada espuma.

— Extraer 1 mL de muestra del matraz y depositarlo en un descarte *

— Repetir el procedimiento para completar 6 matraces con muestra diluida.

*El objetivo de extraer 1 mL es para obtener una dilucion 1:100 al diluir 1 mL del in6culo de la
suspension de microorganismo.
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REPETIBILIDAD

Para la realizacién y cumplimiento del parametro se seguiran las especificaciones dadas para
este.

— Sera realizado por un analista.
— Debe realizar la cantidad de 6 ensayos con cada una de las muestras y los
microorganismos en el orden que se presenta a continuacion:

Clorhexidina 4% Yodopovidona 10%
Staphylococcus Escherichia coli Staphylococcus Escherichia coli
aureus ATCC 6538 ATCC 11229 aureus ATCC 6538 ATCC 11229

Documentar los resultados de cada una de las determinaciones del porcentaje de reduccién
con cada una de las muestras en presencia de cada microorganismo por separado en los
tiempos de 5s. 15s y 30s, siguiendo cada uno de los procedimientos siguientes:

Clorhexidina 4%

Efectividad antimicrobiana:

— Tomar un matraz con la muestra diluida como se muestra en el procedimiento N° 8.

— Inocular un matraz con 1 mL de suspension de microorganismos previamente
estandarizado en el procedimiento N°6 en el centro de la superficie de la muestra,
evitando tocar con la pipeta, el cuello o las paredes del matraz.

— Agitar el matraz fuertemente con la muestra inoculada y exactamente en los
tiempos de: 5, 15 y 30 segundos tomar un 1.0 mL

— Transferir la cantidad tomada a un tubo de ensayo que contiene 9 mL de caldo
neutralizante y mezclar, esta es la primera dilucion 10,

— Continuar haciendo las diluciones siguientes en tubos con neutralizante: 102, 10y
106

— Transferir por duplicado alicuotas de 1,0 mL a cajas de petri estériles de cada una
de las diluciones.

— Agregar a cada placa de 20 mL del medio agar TSA, homogeneizar, permitir que
solidifique, invertir las placas e incubar durante 24h a 35°C.

— Repetir el procedimiento hasta completar 6 ensayos realizados.

Yodopovidona 10%

Efectividad antimicrobiana:

— Tomar un matraz con la muestra diluida como se muestra en el procedimiento N° 8.

— Inocular un matraz con 1 mL de suspension de microorganismos previamente
estandarizado en el procedimiento N°6 en el centro de la superficie de la muestra,
evitando tocar con la pipeta, el cuello o las paredes del matraz.
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Agitar el matraz fuertemente con la muestra inoculada y exactamente en los
tiempos de: 5, 15 y 30 segundos tomar un 1.0 mL

Transferir la cantidad tomada a un tubo de ensayo que contiene 9 mL de caldo
neutralizante y mezclar, esta es la primera diluciéon 10-1.

Continuar haciendo las diluciones siguientes en tubos con neutralizante: 102, 104y
106

Transferir por duplicado alicuotas de 1,0 mL a cajas de petri estériles de cada una
de las diluciones.

Agregar a cada placa de 20 mL del medio agar TSA, homogeneizar, permitir que
solidifique, invertir las placas e incubar durante 24h a 35°C.

Repetir el procedimiento hasta completar 6 ensayos realizados

REPRODUCIBILIDAD

Para la realizacién y cumplimiento del parametro se seguiran las especificaciones dadas para

este.
— Serarealizado por dos analistas.
— Deben realizar la cantidad de 6 ensayos con cada una de las muestras y los
microorganismos en el siguiente orden:
Analista 1:
Clorhexidina 4% Yodopovidona 10%
Staphylococcus Escherichia coli Staphylococcus Escherichia coli

aureus ATCC 6538

ATCC 11229

aureus ATCC 6538

ATCC 11229

Analista 2:

Clorhexidina 4%

Yodopovidona 10%

Staphylococcus
aureus ATCC 6538

Escherichia coli
ATCC 11229

Staphylococcus
aureus ATCC 6538

Escherichia coli
ATCC 11229

Documentar los resultados de cada una de las determinaciones del porcentaje de reduccién
con cada una de las muestras en presencia de cada microorganismo en los tiempos de 5s. 15s

y 30s, siguiendo cada uno de los procedimientos siguientes:

Clorhexidina 4%

Tomar un matraz con la muestra diluida como se muestra en el procedimiento N° 8.
Inocular un matraz con 1 mL de suspensién de microorganismos previamente
estandarizado en el procedimiento N°6 en el centro de la superficie de la muestra,
evitando tocar con la pipeta, el cuello o las paredes del matraz.

Agitar el matraz fuertemente con la muestra inoculada y exactamente en los tiempos
de: 5, 15y 30 segundos tomar un 1.0 mL

Transferir la cantidad tomada a un tubo de ensayo que contiene 9 mL de caldo
neutralizante y mezclar, esta es la primera dilucion 101
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Continuar haciendo las diluciones siguientes en tubos con neutralizante: 102, 104y
106

Transferir por duplicado alicuotas de 1,0 mL a cajas de petri estériles de cada una de
las diluciones.

Agregar a cada placa de 20 mL del medio agar TSA, homogeneizar, permitir que
solidifique, invertir las placas e incubar durante 24h a 35°C.

Repetir el procedimiento hasta completar 6 ensayos realizados

Yodopovidona 10%

Tomar un matraz con la muestra diluida como se muestra en el procedimiento N° 8.

Inocular un matraz con 1 mL de suspension de microorganismos previamente
estandarizado en el procedimiento N°6 en el centro de la superficie de la muestra,
evitando tocar con la pipeta, el cuello o las paredes del matraz.

Agitar el matraz fuertemente con la muestra inoculada y exactamente en los tiempos
de: 5, 15y 30 segundos tomar un 1.0 mL

Transferir la cantidad tomada a un tubo de ensayo que contiene 9 mL de caldo
neutralizante y mezclar, esta es la primera dilucion 10-1.

Continuar haciendo las diluciones siguientes en tubos con neutralizante: 10-2, 104y
106

Transferir por duplicado alicuotas de 1,0 mL a cajas de petri estériles de cada una de
las diluciones.

Agregar a cada placa de 20 mL del medio agar TSA, homogeneizar, permitir que
solidifique, invertir las placas e incubar durante 24h a 35°C.

Repetir el procedimiento hasta completar 6 ensayos realizados

RECUPERACION

Para la realizacion y cumplimiento del parametro se seguiran las especificaciones dadas para

este.

Se realizard tomando al menos 6 porciones de muestra por cada analista.
Cada microorganismo se debe de poner en contacto en presencia de cada una de las
porciones de muestras por separado.

Procedimiento

Determinacién de la recuperacion de microorganismos

Tomar 6 tubos conteniendo 9 mL de caldo neutralizante

Tomar las 6 porciones de muestra en cantidades de 1 mL y depositarlas en cada uno
de los tubos con neutralizante.

Agitar con vortex cada uno de los tubos hasta su completa homogeneizacion.
Inocular cada uno de los tubos con 0.1 mL de la dilucion de microorganismos con la
CV del procedimiento N°7.

Agitar en vortex cada uno de los tubos con las porciones de muestras.

Colocar en placas estériles 1 ml de cada uno de los tubos por duplicado.
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— Agregar por vertido aproximadamente 20 mL de agar TSA, homogeneizar y dejar
solidificar e incubar a una temperatura de 35°C por 48 h.

— Realizar el conteo de las colonias recuperadas con ayuda de cuenta colonias.

— Reportar los resultados de los recuentos.

SESGO

Para la realizacién y cumplimiento del parametro se seguirdn las especificaciones dadas para
este.

- Se debe realizara por la cantidad de un analista.

— Debe realizar la cantidad de 6 ensayos de recuperacién con cada una de las
muestras y su neutralizante con los microorganismos como se presenta a
continuacion:

Clorhexidina 4% Yodopovidona 10%
Staphylococcus Escherichia coli Staphylococcus Escherichia coli
aureus ATCC 6538 ATCC 11229 aureus ATCC 6538 ATCC 11229

Procedimiento:

— Tomar 1 tubos conteniendo 9 mL de caldo neutralizante

— Tomar 1 mL de muestra y depositarla en el tubo con neutralizante.

— Agitar con vortex cada uno de los tubos hasta su completa homogeneizacion.

— Inocular cada uno de los tubos con 0.1 mL de la diluciébn de microorganismos con la
CV del procedimiento N°7

— Agitar en vortex.

— Colocar en placas estériles 1 ml de cada una de los tubos por duplicado.

— Agregar por vertido aproximadamente 20 mL de agar TSA, homogeneizar y dejar
solidificar e incubar a una temperatura de 35°C por 48 h.

— Realizar el conteo de las colonias recuperadas con ayuda de cuenta colonias.

— Repetir el procedimiento por sextuplicado.

— Reportar los resultados
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FORMULAS PARA DETERMINACION DE PARAMETROS

Las siguientes formulas seran las utilizadas para poder realizar los respectivos célculos en la

determinacion de cada parametro de validacion:

— REPETIBILIDAD

Férmulas:

Donde:

r: Repetibilidad

Formula para calcular la repetibilidad

2|DSR?
. =28%
: n

Desviacion estandar relativa

DSR =

il \

Porcentaje de repetibilidad

DSR: Desviacion Estandar Relativa

S: Desviacion estandar

X" Promedio

Criterio de aceptacion.

Limite de repetibilidad r < 3 %
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— REPRODUCIBILIDAD

Formulas:
Reproducibilidad

2|DSR,* + DSR,*
R=28% |———

n

Porcentaje de reproducibilidad
%R =R x 100
Donde:

R: Reproducibilidad
DSR: Desviacion Estandar Relativa
S: Desviacién estandar
X": Promedio
Criterio de aceptacién.
R<3%
— RECUPERACION

Formula:

Media del logaritmo del recuento * 100

% de R o
o de hecuperacton Logaritmo de las UFC inoculadas

Criterio de aceptacion:
Recuperacion entre el 90-110 % log.

- SESGO
Féormula:

Sesgo = Xrecuperdo - Xinculado

Criterio de aceptacién.
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La diferencia absoluta de lo recuperado y lo inoculado es < 0.3 log

Revisado por: Firma:

Revisado por: Firma:

Aprobacién de Protocolo de Validacion

Nombre: Firma:

Nombre: Firma:

El protocolo de validacion para comprobar efectividad antimicrobiana en
clorhexidina 4% y yodopovidona 10% es un documento que indica como realizar
la validacion del método, donde se encuentran objetivos, alcance,
procedimientos, parametros de desempefio, criterios de aceptacion, calculos
estadisticos, formatos para la recopilacion de datos, etc. A partir de los
lineamientos indicados en el protocolo de validacion se obtendran resultados que
evidencian si el método es 6ptimo para su fin previsto. Los humerales 5.2 al 5.7
corresponden a la validacion del método dando seguimiento al protocolo de
validacion descrito en el punto 5.1, se analizan los resultados obtenidos,

recopilando la informacion necesaria para elaborar el informe de validacion.
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5.2 Estandarizacion y determinacién de cuenta viable inicial de Staphylococcus
aureus ATCC 6538 y Escherichia coli ATCC 11229

Para determinar la efectividad antimicrobiana de los antisépticos de estudio se
definié la concentracién viable inicial de cada uno de los microorganismos de
prueba estandarizado con un espectrofotometro UV-VIS a un porcentaje de

transmitancia de 3%. Ver tabla N°7 y tabla N°8.

Tabla N°7. Determinacién de cuenta viable inicial de Staphylococcus aureus
ATCC 6538. (Fuente: Elaboracion propia)

Laboratorio de Control de Calidad del Ministerio de Salud
Area de Analisis Microbioldgico
Estandarizacion de Cepas de Referencia.
Datos
Microorganismo: Staphylococcus aureus ATCC 6538
Ensayo: Calculo de cuenta viable inicial
Analistas Responsables:
Carlos Javier Juarez Lopez
William Alexander Ramos Ramirez

XUF

Analista % de Transmitancia | Dilucién UFC C X CV (UFC/mL)
21
Carlos 3% 10"-6 >4 225
23
Carlos 3% 10"-6 19 21
Carlos 3% 10"-6 20 21
22
William 3% 1076 i? 16 2.0x107
. 22
William 3% 10"-6 18 20
. 21
William 3% 10"-6 18 19.5
Observaciones: Suma 120
Promedio 20

La suspensiéon madre del microorganismo Staphylococcus aureus ATCC 6538 se
estandariz6 a un 3% de Transmitancia seguido de una serie de diluciones
seriadas hasta llegar a la dilucion que permitié obtener recuento microbiano. Este
ensayo se realizo un total de 6 veces (tres ensayos por analista) s obteniendo

recuento microbiano en la dilucién 10, se promediaron las unidades formadoras



89

de colonia obtenidas (UFC) y se multiplican por el reciproco del factor de dilucién
que para tal caso es de 10°, obteniendo una concentracién viable inicial de
2.0x10’UFC/ml a0 necesario para calcular el porcentaje de reducciéon al ser
relacionada con la concentracion obtenida del microorganismo bajo condiciones

de prueba en presencia del antiséptico.

Tabla N°8. Determinaciéon de cuenta viable inicial de Escherichia coli ATCC

11229. (Fuente: Elaboracion propia)

Laboratorio dp Control de Calidad del Ministerio de Salud
Area de Analisis Microbioldgico
Estandarizacidon de Cepas de Referencia.
Datos
Microorganismo: Escherichia coli ATCC11229
Ensayo: Calculo de cuenta viable inicial
Analistas Responsables:
Carlos Javier Juarez Lopez
William Alexander Ramos Ramirez
Analista | % de Transmitancia | Dilucion | UFC XgF X CV (UFC/mL)
50
Carlos 3% 10"-6 9 49.5
39
Carlos 3% 10"-6 42 40.5
57
Carlos 3% 10"-6 57 57
william 3% 1076 48 | 465
45 : 5.0x107
william 3% 1076 g? 54.5
- 52
William 3% 10"-6 55 53.5
Observaciones: 301.
Suma 5
Promedio 50

La suspension madre del microorganismo Escherichia coli ATCC 11229 se
estandariz6 a un 3% de Transmitancia seguido de una serie de diluciones
seriadas hasta llegar a la dilucién que permitié obtener recuento microbiano. Se
realizaron un total de 6 veces (tres ensayos por analista) us obteniendo recuento
microbiano en la diluciéon 106, se promediaron las unidades formadoras de

colonia obtenidas (UFC) y se multiplican por el factor de dilucion, obteniendo una
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concentracion viable inicial de 5.0x10’UFC/ml @o necesario para calcular el
porcentaje de reduccidon al ser relacionada con la concentracion obtenida del

microorganismo bajo condiciones de prueba en presencia del antiséptico.

5.3 Determinacion de efectividad antimicrobiana de clorhexidina 4% en presencia
de Staphylococcus aureus ATCC6538 y Escherichia coli ATCC 11229 en
diferentes tiempos de accidn.

La determinacién de efectividad antimicrobiana del antiséptico debe ser realizada
individualmente con cada uno de los microorganismos de prueba, es decir, que
la clorhexidina 4% debe comprobar su efectividad antimicrobiana en presencia
Staphylococcus aureus ATCC 6538 y Escherichia coli ATCC 11229. Se
realizaron 6 ensayos por analista de comprobacion de efectividad antimicrobiana

de clorhexidina 4% s Ver tabla N°9

Tabla N°9. Resumen de efectividad antimicrobiana de clorhexidina 4% en
presencia de Staphylococcus aureus ATCC 6538 y Escherichia coli
ATCC 11229. (Fuente: Elaboracion propia)

Laboratorio de Control de Calidad del Ministerio de Salud
Area de Analisis Microbioldgico
Determinacion de Efectividad Antimicrobiana
Ensayo: Comprobacién de efectividad Antimicrobiana de Clorhexidina 4%
Nombre genérico de muestra: Clorhexidina 4%
Codigo de muestra: MCL42022
Porcentaje de transmitancia: 3%
Criterio: = 99.999% en 30s de contacto.
Staphylococcus aureus ATTCC6538

% Reduccidn % Reduccion
N° ensayos | Dilucion | Analista 1l 5s 135 30s Analista 2 5s 135 30s
1 -7 45 | 100 15 | 45 | 100
2 -5 50 | 100 15 | 50 | 98
3 106 Carlos -15 | 48 | 100 | William 8 | 35 | 98
4 Juarez 0 38 | 100 Ramos 3 55 | 100
5 3 50 | 95 -17 | 50 | 98
6 18 | 63 | 100 3 58 | 100

Escherichia coli ATCC1129
N° ensayos | Dilucion | Analistal | 9% Reducciéon | Analista2 | % Reduccién
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5s 15 30s 5s 15 30s
S S

1 100 | 100 | 100 29 | 100 | 99
2 100 | 100 | 100 83 | 99 | 100
3 101 Ca[Ios 100 | 100 | 100 William 99 | 100 | 99
4 Juarez 100 | 100 | 100 Ramos 97 | 100 | 100
5 100 | 100 | 100 68 | 100 | 100
6 100 | 100 | 100 67 | 100 | 100

La eficacia antimicrobiana del método se determiné a través del porcentaje de
reduccion, es decir la capacidad que tiene el antiséptico de eliminar
microorganismos. Para que un antiséptico se considere un germicida eficiente
debe ser capaz de eliminar el 99.999% de microorganismos 0 mayor en tiempo
de 30 segundos de contacto (10).

5.3.1 Efectividad antimicrobiana de clorhexidina 4% frente a Staphylococcus

aureus ATCC 6538 por analista.

La suspension estandarizada de Staphylococcus aureus en presencia de
clorhexidina permite obtener recuento microbiano en la diluciéon 106, la relacién
entre las células sobrevivientes y la concentracién viable inicial de los
microorganismos permitié obtener el porcentaje de reduccién en diferentes
tiempos de accién. Los resultados del analista 1y 2 en los tiempos de contacto 5
y 15 segundos del microorganismo en presencia de la muestra indican ineficacia
del producto germicida, Sin embargo, en el caso de ambos analistas lo resultados
demuestran que en un tiempo de contacto de 30 segundos el producto es
eficiente frente a la Staphylococcus aureus ATCC 6538.

5.3.2 Efectividad antimicrobiana de clorhexidina 4% frente a Escherichia coli
ATCC 11229 por analista.

Los calculos del analista 1 demuestran en sus resultados que el producto cumple
con la actividad germicida en los 3 tiempos de accion. El analista 2 demuestra

gue para un tiempo de 5 segundos de accion no es suficiente para ejercer la
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actividad germicida, pero para los tiempos de 15 y 30 segundos muestra ser
eficiente. La clorhexidina 4% demuestra mayor actividad antimicrobiana frente a
la Escherichia coli permitiendo obtener recuento microbiano en la primera dilucion
(10Y) y demostrando ser mas eficaz en menor tiempo de acciéon que frente a

Staphylococcus aureus.

Para que el método pueda ser validado se debe demostrar el cumplimiento de
los parametros de validacion, por este motivo los resultados obtenidos seran
tomados en cuenta en su totalidad para determinar repetibilidad y
reproducibilidad del método, aunque esté fuera del porcentaje de reduccién que

la norma indica.

5.4 Calculos de parametros de estudio para clorhexidina 4%

5.4.1 Parametro de repetibilidad para ensayo de clorhexidina 4% en presencia de
Staphylococcus aureus ATCC 6538 y Escherichia coli ATCC 11229.

Los resultados obtenidos del % de reduccion en la tabla N°9 permitieron conocer
si el método cumple condiciones de repetibilidad entre los ensayos que fueron
realizados, se tomaron los resultados obtenidos del analista 1 para la evaluacion
de clorhexidina 4% frente Staphylococcus aureus y los resultados del analista 2

frente Escherichia coli. Ver tabla N°10.
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Tabla N°10 Parametro de repetibilidad de clorhexidina 4% en presencia de
Staphylococcus aureus ATCC 6538 y Escherichia coli ATCC 11229.

(Fuente: Elaboracion propia)

Laboratorio de Control de Calidad del Ministerio de Salud de El Salvador
Area de Analisis Microbiolégico de Medicamentos
Datos
Ensayo: Comprobacién de efectividad Antimicrobiana de Clorhexidina 4%
Parametro de estudio: Repetibilidad
Nombre genérico de muestra: Clorhexidina 4%
Cdbdigo de muestra: MCL42022
Criterio de aceptacién: r<«3%
Staphylococcus aureus ATCC 6538

Analista | Tiemp s1 DSR1%2 | % Repetibilidad | CUMPle/ No
1 0s cumple

5s 11.1893 125.2000 1279.0413 No cumple

Carlos 15s 8.1976 0.0280 19.1236 No cumple
30s 2.5820 0.0007 2.3529 Cumple

Escherichia coli ATCC1129

Analista | Tiemp s2 DSR2"2 | % Repetibilidad | CUMPle/ No
2 0s cumple

5s 25.8644 0.1227 40.0435 No cumple
William 15s 0.4082 1.6722E-05 0.4674 Cumple
30s 0.5164 2.6845E-05 0.5923 Cumple

En la Tabla N°10 se encuentran detallados lo calculos de “S” y “DSR” de cada
analista, S1 y DSR1 corresponde al analista 1, S2 y DSR2 corresponden al
analista 2, esta serie de datos fueron utilizados en la determinacion de los
porcentajes de repetibilidad en los diferentes tiempos de accion para cada

bacteria.

Los ensayos realizados por el analista 1 de clorhexidina 4% frente a
Staphylococcus aureus en el tiempo de 5y 15 segundos no cumple con el criterio
de repetibilidad y para el tiempo de 30 segundos se muestra una repetibilidad de
2.12% cumpliendo con el criterio de aceptacion donde el limite de repetibilidad
debe ser menor al 3% que establece el parametro. Los ensayos realizados por el
analista 2 de clorhexidina 4% frente a Escherichia coli para el tiempo de 5

segundos no cumplen con el criterio de aceptacion en los resultados debido a
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que es mayor al 3%, para los tiempos de 15 y 30 segundos los resultados
cumplen con el criterio de aceptacion el cual el limite debe ser menor al 3% para

el parametro de repetibilidad @s).

Para el cumplimento de este parametro se debe demostrar repetibilidad de los
ensayos realizados en ambos microorganismos de prueba. Los resultados
obtenidos demuestran que Unicamente a los 30 segundos se da cumplimiento a

este parametro con una repetibilidad menor al 3% qs).

5.4.2 Parametro de reproducibilidad para ensayo de clorhexidina 4% en
presencia de Staphylococcus aureus ATCC 6538 y Escherichia coli ATCC
11229.

La reproducibilidad del método se demostré a través de la comparacion de
resultados entre al menos 2 analistas, se analizan los datos obtenidos en la tabla
N°9 para ver si existe reproducibilidad del método en la evaluacién de efectividad
antimicrobiana de clorhexidina 4% frente a los microorganismos de prueba en los
tiempos de 5, 15 y 30 segundos. En la Tabla N°11 se encuentran detallados lo
calculos de “S” y DSR” de cada analista, S1 y DSR1 corresponde al analista 1,
S2 y DSR2 corresponden al analista 2, esta serie de datos fueron utilizados en la
determinacién de los porcentajes de reproducibilidad en los diferentes tiempos

de accién para cada bacteria.
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Tabla N°11. Resumen de calculo del parametro de reproducibilidad de
clorhexidina 4% en presencia de Staphylococcus aureus ATCC
6538 y Escherichia coli ATCC 11229. (Fuente: Elaboracién propia)

Laboratorio de Control de Calidad del Ministerio de Salud de El Salvador
Area de Analisis Microbiol6gico de Medicamentos

DATOS
Ensayo: Comprobacién de efectividad Antimicrobiana de Clorhexidina 4%
Parametro de estudio: Reproducibilidad
Nombre genérico de muestra: Clorhexidina 4%
Cdbdigo de muestra: MCL42022
Criterio de aceptacion: R « 3%
Analista 1: Carlos Javier Juérez Lopez
Analista 2: William Alexander Ramos Ramirez

Staphylococcus aureus ATTCC6538

Tiempo A A %
S S1 S2 DSR 172 DSR 2/2 Reproducibilidad Cumple
5s 11.1893 11.8279 125.2 6.9086 929.0370 No
cumple
15s 8.1976 8.1343 0.0280 0.02775 19.0823 No
cumple
30s 2.0412 1.0954 0.0004 0.0001 1.8889 Cumple
Escherichia coli ATCC1129
Tiempo n n %
S S1 S2 DSR 172 DSR 272 Reproducibilidad Cumple
5s 6.9402 25.8644 0.0051 0.1227 28.8976 No
cumple
155 0 04082 | 00000 | tO722F 0.3305 Cumple
30s 0 0.5164 0 208155 0.4188 Cumple

Para clorhexidina 4% en presencia de Staphylococcus aureus ATCC 6538 se
puede evidenciar reproducibilidad en el tiempo de 30 segundos con un porcentaje
del 1.8889% cumpliendo con el criterio de aceptacion, los ensayos realizados en
los tiempos de 5 y 15 segundos no evidencian reproducibilidad debido a que se

encuentran por fuera del criterio de aceptacion.

Para clorhexidina 4% en presencia de Escherichia coli ATCC 11229 se pudo
evidenciar una buena reproducibilidad en los tiempos de 15 y 30 segundos con
un porcentaje de reproducibilidad de 0.3305% y 0.4188% respectivamente,

cumpliendo con el criterio de aceptacion as. Los ensayos que corresponden al
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tiempo de 5 segundos no demuestran reproducibilidad debido a que se

encuentran por fuera del criterio de aceptacion.

Para términos de validacion del método de efectividad antimicrobiana los
paradmetros deben dar cumplimiento en su totalidad para ambos microorganismos
de prueba por lo tanto para la muestra de clorhexidina 4% se demostr6 que los
resultados son reproducibles al cabo de 30 segundos de contacto en presencia

de los microorganismos de prueba.

5.4.3 Parametro de recuperacion para ensayo de clorhexidina 4% en presencia
de Staphylococcus aureus ATCC 6538 y Escherichia coli ATCC 11229.

El procedimiento para el ensayo de recuperacién siguié el mismo procedimiento
de comprobacion de efectividad antimicrobiana con la diferencia que la muestra
fue inactivada en un tiempo cero es decir que el antiséptico no generd su
mecanismo de accion frente al microorganismo de prueba ya que, lo que se
busca es evaluar la recuperaciéon del microorganismo bajo las mismas
condiciones de ensayo. Los resultados demostraron el % de recuperacion de
cada microorganismo tomando como referencia la concentracion viable inicial
(CV) obtenida. La prueba exige demostrar la recuperacion de cada
microorganismo en presencia de clorhexidina 4% por analista. Ver tabla N°12 y
N°13.
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Tabla N°12. Resultados del % de recuperacion de Staphylococcus aureus ATCC
6538 y Escherichia coli ATCC 11229 por analista 1. (Fuente:

Elaboracion propia)

Laboratorio de Control de Calidad del Ministerio de Salud de El Salvador
Area de Analisis Microbiol6gico de Medicamentos

DATOS

Ensayo: Comprobacién de efectividad Antimicrobiana de Clorhexidina 4%
Parametro de estudio: Recuperacion
Cédigo de muestra: MCL42022
Analista 1: Carlos Javier Judrez Lopez

Staphylococcus aureus ATTCC6538

UFC/mL Log de Media del log de % de Cucrsﬁ:e{eNo
Ccv Ccv recuento recuperacion P
20000000 | 7.3010 7.3994 101.3475
iteri Cumple
Criterio _d,e 90-110% ump
aceptacion
Escherichia coli ATCC11229
UFC/mL Log de Media del log de % de CuCrU%Ie{eNo
Ccv Ccv recuento recuperacion P
50000000 | 7.6990 7.5379 97.9085
Criterio de Cumple
aceptacion 90-110%
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Tabla N°13. Resultados del porcentaje de recuperacion de Staphylococcus
aureus ATCC 6538 y Escherichia coli ATCC11229 por analista 2.

(Fuente: Elaboracién propia)

Laboratorio de Control de Calidad del Ministerio de Salud de El Salvador
Area de Analisis Microbiol6gico de Medicamentos
DATOS
Ensayo: Comprobacién de efectividad Antimicrobiana de Clorhexidina 4%
Parametro de estudio: Recuperacion
Cédigo de muestra: MCL42022
Analista 2: William Alexander Ramos Ramirez
Staphylococcus aureus ATTCC6538
UFC/mL Log de Media del log de % de Cuche{eNo
Cv Ccv recuento recuperacion P
2009000 1 7 3010 7.2367 99.1190
— Cumple
Criterio de 0
aceptacion 90-110%
Escherichia coli ATCC1129
UFC/mL Log de Media del log de % de Cuche{eNo
(04Y) Ccv recuento recuperacion P
5008000 7.6990 7.6348 99.1668
— Cumple
Criterio _qe 90-110%
aceptacion

La Tabla N°12 y Tabla N°13 muestran datos necesarios para calcular el

porcentaje de recuperacion, se muestra la concentracion viable determinada para

cada microorganismo de prueba y sus valores calculados en logaritmo, también

se muestra la media del log del recuento, el cual son los valores de la media de

los recuentos de recuperacion en logaritmo. Los resultados del analista 1 en la

tabla N°8 muestran los porcentajes de recuperacion de Staphylococcus aureus y
Escherichia coli es de 101.35% y 97.91% respectivamente. La Tabla N°13 detalla

los resultados del analista 2 con respecto a los dos microorganismos:

Staphylococcus aureus y Escherichia coli donde el porcentaje de recuperacion

fue del 99.12% y 99.17% respectivamente.
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El criterio de aceptacion para este parametro establece que el porcentaje de
recuperacion obtenido debe estar entre el 90-110% (), por lo tanto, los resultados
obtenidos del analista 1 como del analista 2 cumplen con el criterio de aceptacion.
El cumplimiento de este parametro demuestra que la realizacion del método bajo
las condiciones especificas de pruebas no es impedimento para la recuperacion
del microorganismo ya que el Unico factor que debe afectar el crecimiento

microbiano es el mecanismo de accién del antiséptico.

5.4.4 Sesgo del ensayo de clorhexidina 4% en presencia de Staphylococcus
aureus ATCC 6538 y Escherichia coli ATCC 11229.

El sesgo se calcula a partir de la diferencia absoluta entre los valores obtenidos
(microorganismos recuperados del ensayo) y el valor de referencia
(concentracion viable inicial), para este parametro se necesitd la realizacion 6
ensayos por un analista bajo las condiciones descritas en el parametro de

recuperacion us. Ver tabla N°14 y tabla N°15.

Tabla N°14. Resultados de los ensayos para la determinacion del parametro de
sesgo con muestra de clorhexidina 4% en presencia de
Staphylococcus aureus ATCC 6538 analista 1. (Fuente: Elaboracion

propia)

Laboratorio ’de Control de Calidad del Ministerio de Salud de El Salvador
Area de Andlisis Microbiolégico de Medicamentos
Datos

Parametro de estudio: Sesgo

Coédigo de muestra: MCL42022

Microorganismo de prueba: Staphylococcus aureus ATCC6538
Analista 1: Carlos Javier Judrez Lépez

N° de _
rocme | esemogete | 7 00 [ ey | gy [ oy cumpter
1 ;g 215 | 22501 73304 0.03 cumple
2 ;Z 215 | 22501 73304 0.03 cumple
3 ;g 275 2'87E+0 7.4393 0.14 Cumple
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4 i? 18 1'87E+0 7.2553 0.05 Cumple
5 ;22,2 29 2'97E+0 7.4624 0.16 Cumple
6 gg 22 2'27E+0 7.3424 0.04 Cumple
Criterio Concentracién inoculada (I) Log de |
<0.3 log 2.0E+07 UFC/mL 7.3010

Tabla N°15. Resultados de los ensayos para la determinacion del parametro de
sesgo con muestra de clorhexidina 4% en presencia de Escherichia

coli ATCC 11229 analista 2. (Fuente: Elaboracion propia)

Laboratorio de Control de Calidad del Ministerio de Salud
Area de Andlisis Microbiolégico
Datos
Pardmetro de estudio: Sesgo
Cdbdigo de muestra: MCL42022
Microorganismo: Escherichia coli ATCC11229
Analista 2: William Alexander Ramos Ramirez
N° de
. Recuento de lo = Cumple/ No
porcslone recuperado (R) X deR [R] log [R] IR-1/ cumple
1 a4 45 4.5E+0 7.6532 0.05 Cumple
46 7
48 4.6E+0
2 24 46 7 7.6627 0.04 Cumple
3 gg 40.5 4'17E+0 7.6074 0.09 Cumple
4 gé 39.5 4'07E+0 7.5965 0.10 Cumple
36 3.8E+0
5 20 38 7 7.5797 0.12 Cumple
6 gg 42.5 4'37E+0 7.6283 0.07 Cumple
criterio Concentracion inoculada (1) Log de l
<0.3 log 5.0E+07 7.7011

Las tablas N°14 y tabla N°15 muestran una serie de datos que son necesarios
para determinar el pardmetro, se visualizan la seccion de N° de porciones
usadas, Recuento de lo recuperado (R) son los recuentos obtenidos por
duplicado, promedio de los recuentos obtenidos, [R] muestra la concentracion

recuperada, log [R] es el valor de la concentracion de microorganismos en
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términos de logaritmo, (I) concentracion inoculada la cual es la misma
concentracion CV, Log de | es el valor de la concentraciéon inoculada en términos
de logaritmo, /R-I/ se muestra la diferencia absoluta entre lo inoculado y lo
recuperado en términos de logaritmo y Criterio: muestra el valor de referencia con

el cual deben cumplir los resultados obtenidos.

Los ensayos que se muestran en la tabla N°14 y N°15 fueron realizados por el
analista 1 y 2 respectivamente. Se calcul6 la diferencia absoluta entre el
microorganismo recuperado en cada uno de los ensayos y la concentracién inicial
inoculada de Staphylococcus aureus (2.0E+07 UFC/mL) y Escherichia coli
(5.0E+0Q7). Los resultados obtenidos de cada una de las porciones muestran un
sesgo menor al 0.3 para cada uno de los microorganismos, por lo tanto, se
cumple con el criterio de aceptacion como indica el parametro de sesgo para la

muestra de clorhexidina 4%.

5.5 Determinacion de efectividad antimicrobiana de yodopovidona 10% en
presencia de Staphylococcus aureus ATCC 6538 y Escherichia coli ATCC

11229 en diferentes tiempos de accion.

La determinacion de efectividad antimicrobiana del antiséptico debe ser realizada
individualmente con cada uno de los microorganismos de prueba, es decir, que
la yodopovidona 10% debe comprobar su efectividad antimicrobiana en
presencia Staphylococcus aureus ATCC 6538 y Escherichia coli ATCC 11229.
Se realizaron 6 ensayos por analista de comprobacién de efectividad

antimicrobiana de yodopovidona 10%. Ver tabla N°16
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Tabla N°16 Resumen efectividad antimicrobiana de yodopovidona 10% en
presencia de Staphylococcus aureus ATCC 6538 y Escherichia coli
ATCC 11229. (Fuente: Elaboracion propia)

Laboratorio de Control de Calidad del Ministerio de Salud
Area de Andlisis Microbiolégico
Determinacidn de Efectividad Antimicrobiana
Ensayo: Comprobacién de efectividad Antimicrobiana de yodopovidona 10%
Nombre genérico de muestra: Yodopovidona 10%
Cédigo de muestra: MY102022
Porcentaje de transmitancia: 3%
Staphylococcus aureus ATTCC 6538
% Reduccion % Reduccion
N° ensayos | Dilucién | Analistal 5s 155 30s Analista 2 5s 155 30s
1 - | 100 | 100 - | 100 | 100
2 - | 100 | 100 - | 100 | 100
3 102 Carlos - | 100 | 100 William - | 100 | 100
4 Juérez - | 100 | 100 Ramos - 100 | 100
5 - | 100 | 100 - | 100 | 100
6 - | 100 | 100 - | 100 | 100
Escherichia coli ATCC1129
% Reduccion % Reduccion
N° ensayos | Dilucion | Analistal 5s 155 30s Analista 2 5s 155 30s
1 -1 | 33 | 99 -22 | 60 99
2 40| 72 99 59 | 68 97
3 10— Caflos 73] 92 | 99 William 63 | 79 | 98
4 Juarez | 21| 73 | 100 Ramos 25 | 100 | 100
5 34| 82 | 100 68 | 100 | 100
6 68 | 100 | 100 67 | 100 | 100

La eficacia antimicrobiana del método se determiné a través del porcentaje de
reduccion, el cual se define como la capacidad del antiséptico para eliminar
microorganismos o). Para que un antiséptico se considere un germicida eficiente

debe eliminar el 99.999% de microorganismos (o).
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5.5.1 Efectividad antimicrobiana de yodopovidona 10% frente a Staphylococcus

aureus ATCC 6538 por analista.

La suspension estandarizada de Staphylococcus aureus en presencia de
yodopovidona 10% permite obtener recuento microbiano hasta la dilucién 102, la
relacion entre las células sobrevivientes y la concentracion viable inicial de los
microorganismos permitio obtener el porcentaje de reduccion en diferentes
tiempos de accién. La dilucién seleccionada por los analistas 1 y 2 reflejan una
alta efectividad antimicrobiana de yodopovidona en el tiempo de 15 y 30
segundos ya que en la totalidad de los ensayos el porcentaje de reduccion es el
100% sin embargo a los 5 segundos no es posible realizar un calculo ya que las

colonias son demasiado numerosas para contar.

5.5.2 Efectividad antimicrobiana de yodopovidona 10% frente a Escherichia coli
ATCC 11229 por analista.

Escherichia coli fue puesta a prueba frente a yodopovidona 10% y se determiné
que en los tiempos de 5 y 15 segundos muestran porcentajes de reduccion por
debajo del 99.999% en la mayoria de sus resultados a excepcion de los 30
segundos que se muestra una mayor efectividad antimicrobiana en ambos
analistas. La yodopovidona 10% es mas efectiva frente Staphylococcus aureus
ya que no existe variacion entre los resultados con un porcentaje de reduccion
del 100%.

Para que el método pueda ser validado se debe demostrar el cumplimiento de
los parametros de validacion, es por eso que los resultados obtenidos fueron
tomados en cuenta en su totalidad para determinar repetibilidad vy
reproducibilidad del método, aunque esté fuera del porcentaje de reduccion que

la norma indica o).
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5.6 Calculos de parametros de estudio para yodopovidona 10%.

5.6.1 Pardmetro de repetibilidad para ensayo de yodopovidona 10% en presencia
de Staphylococcus aureus ATCC 6538 y Escherichia coli ATCC 11229.

Los resultados obtenidos del porcentaje de reduccion en la tabla N°16 nos
permiti6 conocer el cumplimiento en condiciones de repetibilidad entre los
ensayos realizados, se tomaran los resultados obtenidos del analista 2 para la
evaluacion de yodopovidona 10% frente Staphylococcus aureus y los resultados

del analista 1 frente Escherichia coli. Ver tabla N°17

Tabla N°17. Resultados del parametro de repetibilidad de yodopovidona 10% en
presencia de Staphylococcus aureus ATCC 6538 y Escherichia

coli ATCC 11229. (Fuente: Elaboracion propia)

Laboratorio 'de Control de Calidad del Ministerio de Salud de El Salvador
Area de Andlisis Microbiolégico de Medicamentos

Datos
Ensayo: Comprobacion de efectividad Antimicrobiana de Yodopovidona 10%
Parametro de estudio: Repetibilidad
Nombre genérico de muestra: Yodopovidona 10%
Coédigo de muestra: MY102022
Criterio de aceptacién: r<3%

Staphylococcus aureus ATCC 6538

Analista | e 1h0s s2 DSR 2/2 % Repetibilidad | CUmPle/No
2 cumple
William 5s - - - -
15s 0 0 0 Cumple
30s 0 0 0 Cumple
Escherichia coli ATCC1129
Analllsta Tiempos S1 DSR 172 % Repetibilidad Cumple
Carlos 5s 28.0957 0.5146 81.9983 No cumple
15s 23.4065 0.0965 35.5167 No cumple
30s 0.5477 3.0302E-05 0.6292 Cumple

En la Tabla N°17 se encuentran detallados lo célculos de S y DSR de cada
analista, S1 y DSR1 corresponde al analista 1, S2 y DSR2 corresponden al

analista 2, esta serie de datos fueron utilizados en la determinacion de los
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porcentajes de repetibilidad en los diferentes tiempos de accion para cada

bacteria.

Los ensayos realizados de efectividad antimicrobiana por el analista 2 con la
muestra de yodopovidona 10% frente a Staphylococcus aureus en la dilucion
muestran condiciones de repetibilidad en los tiempos de 15 y 30 segundos ya
que el porcentaje de repetibilidad es de 0%, esto indica que la desviacion entre
los resultados de los ensayos realizados es cero ya que los datos en su totalidad
indican un 100% del porcentaje de reduccion, el tiempo de 5 segundos no es
tomado en cuenta debido a que no es posible calcular el porcentaje de reduccién
porque el numero de colonias era demasiado alto para hacer un recuento

microbiano y realizar un calculo correcto.

Para el andlisis 1, los resultados obtenidos de yodopovidona 10% frente a
Escherichia coli muestran que los tiempos de 5 y 15 segundos no generan
condiciones de repetibilidad entre los 6 ensayos realizados ya que los resultados
son 81.9983% y 36.5167% respectivamente. Para el tiempo de 30 segundos del
antiséptico frente a Escherichia coli muestra las condiciones aceptables de
repetibilidad del 0.6292%, cumpliendo con el criterio de aceptacion del

parametro.

Para que el parametro de repetibilidad en el andlisis de efectividad antimicrobiana
sea tomado en cuenta debe cumplir con ambos microorganismos de prueba, es
por ello que el cumplimiento de este parametro para esta metodologia se da en

un tiempo de 30 segundos.
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5.6.2 Resultados de reproducibilidad para ensayo de yodopovidona 10% en
presencia de Staphylococcus aureus ATCC 6538 y Escherichia coli ATCC
11229.

La reproducibilidad del método se demuestra a través de la comparacion de
resultados entre al menos 2 analistas, se analizaron los datos obtenidos en la
tabla N°16 para poder comprobar reproducibilidad del método en la evaluacion
de efectividad antimicrobiana de yodopovidona 10% frente a los microorganismos

de prueba en los tiempos de 5, 15 y 30 segundos.

Tabla N°18 Resumen de cdlculos para pardmetro de reproducibilidad de
yodopovidona 10% en presencia de Staphylococcus aureus ATCC
6538 y Escherichia coli ATCC 11229. (Fuente: Elaboracién propia)

Laboratorio'de Control de Calidad del Ministerio de Salud de El Salvador
Area de Andlisis Microbiolégico de Medicamentos

DATOS
Ensayo: Comprobacién de efectividad Antimicrobiana de yodopovidona 10%
Parametro de estudio: Reproducibilidad
Nombre genérico de muestra: Yodopovidona 10%
Coédigo de muestra: MY102022
Criterio de aceptacion: R < 3%
Analista 1: Carlos Javier Juérez LOpez
Analista 2: William Alexander Ramos Ramirez

Staphylococcus aureus ATCC 6538

Tiempo % Cumple/
S1 S2 DSR1? DSR2? I no
S Reproducibilidad
cumple
5s - - - - - -
15s 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 Cumple
30s 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 Cumple
Escherichia coli ATCC 11229
. Cumple/
Tiempo s1 s2 DSR12 DSR22 » no
s Reproducibilidad
cumple
5s 28.0957 35.7919 0.5146 0.6822 88.4255 No
cumple
15s 23.4066 18.0194 0.0965 0.0455 30.4601 No
cumple
30s 0.5477 1.2649 3'0?(’)(;25 0.0002 1.1245 Cumple
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En la Tabla N°18 se encuentran detallados lo calculos de “S” y “DSR” de cada
analista, S1 y DSR1 corresponde al analista 1, S2 y DSR2 corresponden al
analista 2, esta serie de datos fueron utilizados en la determinacion de los
porcentajes de reproducibilidad en los diferentes tiempos de accion para cada

bacteria.

Los ensayos de efectividad antimicrobiana de yodopovidona 10% en presencia
de Staphylococcus aureus al ser comparados entre el analista 1 y 2 demuestran
ser reproducibles en los tiempos de 15 y 30 segundos con un porcentaje de
reproducibilidad del 0.0% ya que no existe variacidbn entre los resultados
obtenidos, cumpliendo asi con el criterio de aceptacion el cual indica un
porcentaje de reproducibilidad menor al 3% y para el tiempo de 5 segundos no
aplica, debido a que los datos obtenidos de recuento no pudieron ser contables,

por lo tanto, fue imposible llevar a cabo el calculo de reproducibilidad.

Para los ensayos realizados de efectividad antimicrobiana de la yodopovidona
10% frente a Escherichia coli entre ambos analistas demuestran ser
reproducibles a los 30 segundos de accién con un porcentaje de reproducibilidad
del 1.1245%, caso contrario para los tiempos de 5y 15 segundos con porcentajes

de reproducibilidad mayor al 3% (s).

Para que el parametro de reproducibilidad sea aprobado los resultados de ambos
analistas deben cumplir con el criterio de aceptacion para reproducibilidad con
ambos microorganismos. Por lo tanto, con los resultados detallados se puede
confirmar que se cumplié con lo establecido en el criterio de aceptacion para el

tiempo de 30 segundos y la muestra de yodopovidona 10%.
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5.6.3 Parametro de recuperacion para ensayo de yodopovidona 10% en
presencia de Staphylococcus aureus ATCC 6538 y Escherichia coli ATCC
11229.

El procedimiento para el ensayo de recuperacion siguié el mismo procedimiento

de comprobacion de efectividad antimicrobiana con la diferencia que la muestra

fue inactivada en un tiempo cero es decir que el antiséptico no generd su
mecanismo de accion frente al microorganismo de prueba ya que, lo que se
busca es evaluar la recuperacion del microorganismo bajo las mismas
condiciones de ensayo. Los resultados demostraron el porcentaje de
recuperacion de cada microorganismo tomando como referencia la concentracion
viable inicial (CV) obtenida. La prueba exige demostrar la recuperacién de cada
microorganismo en presencia de yodopovidona 10% por analista. Ver tabla N°19
y tabla N°20

Tabla N°19. Resultados para el calculo del porcentaje de recuperacion de
Staphylococcus aureus ATCC 6538 y Escherichia coli ATCC 11229

analista 1. (Fuente: Elaboracion propia)

Laboratorio ’de Control de Calidad del Ministerio de Salud de El Salvador
Area de Andlisis Microbiolégico de Medicamentos
DATOS

Pardmetro de estudio: Recuperacion
Cdbdigo de muestra: MY102022
Analista 1: Carlos Javier Juarez Lépez

Staphylococcus aureus ATCC 6538

Y 0
CV (UEC/mL) Log de X dellog de 0% de y Cumple/ No
Cv recuento recuperacion cumple
2.0E+07 7.3010 7.2955 99.9
Criterio de Cumple
o 90-110%
aceptacion
Escherichia coli ATCC 11229
Y 0
CV (UFC/mL) Log de X del log de 0% de 5 Cumple/ No
Ccv recuento recuperacion cumple
5.0E+07 7.6989 7.6097 98.8
Criterio d Cumple
riterio de 90-110%
aceptacion
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Tabla N°20. Célculo del porcentaje de recuperacion de Staphylococcus aureus
ATCC 6538 y Escherichia coli ATCC 11229 por analista 2. (Fuente:

Elaboracion propia)

Laboratorio de Control de Calidad del Ministerio de Salud de El Salvador
Area de Analisis Microbiol6gico de Medicamentos
DATOS
Parametro de estudio: Recuperacion
Codigo de muestra: MY102022
Analista 2: William Alexander Ramos Ramirez
Staphylococcus aureus ATTCC6538
Cumple/
CV (UFC/mL) Locg:gvde X el log de recuento recu(?e?:cién No
cumple
2.0E+07 7.30103 7.2106 98.7616 Cumple
Criterio de 90-110%
aceptacion
Escherichia coli ATCC11229
Cumple/
CV (UFC/mL) Locgvde X el log de recuento % de . Nc?
recuperacion
cumple
5.0E+07 7.6989 7.6347 99.1652 Cumple
Criterio de 90-110%
aceptacion

La Tabla N°19 y Tabla N°20 muestran los diferentes datos necesarios para poder
calcular el porcentaje de recuperacion, se muestra la concentracion viable “CV”
determinada para cada microorganismo de prueba y sus valores calculados en
logaritmo “Log de CV”, también se muestra la X del log del recuento, el cual son
los valores de la media de los recuentos de recuperacién en términos de

logaritmo (s).

La Tabla N°19 muestra los resultados obtenidos por el analista 1, los cuales
demuestran los porcentajes de recuperacion para Staphylococcus aureus y
Escherichia coli que son de 99.92% y 98.74% respectivamente. Para el analista
2 la Tabla N°20 detalla que para Staphylococcus aureus y Escherichia coli sus
porcentajes de recuperacion fueron del 98.76% y 99.16% respectivamente. El
criterio de aceptacion para este parametro es de un porcentaje de recuperacion

de 90-110% @s), por lo tanto, en ambos casos se cumplio con tal criterio.
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El cumplimiento de este parametro indica que la realizacion del método bajo las
condiciones especificas de pruebas no es impedimento para la recuperacion del
microorganismo ya que el tnico factor que debe afectar el crecimiento microbiana

es el mecanismo de accion del antiséptico.

5.6.4 Sesgo del ensayo de Yodopovidona 10% en presencia de Staphylococcus
aureus ATCC 6538 y Escherichia coli ATCC 11229.

Los resultados obtenidos del analisis del sesgo de yodopovidona frente a los

microorganismos de prueba se observan en la tabla N°21 y tabla N°22

Tabla N°21. Resultados de sesgo para el ensayo de yodopovidona 10% en
presencia de Staphylococcus aureus ATCC 6538. (Fuente:

Elaboracion propia)

Laboratorio de Control de Calidad del Ministerio de Salud
Area de Analisis Microbioldgico
Pardmetro de Sesgo
Analista 1: Carlos Javier Juérez LOpez
Muestra: Yodopovidona 10%
Cédigo de muestra: MY102022
Microorganismo: Staphylococcus aureus ATCC 6538
N° de Recuento delo | < Cumple/N
porciones recuperado (R) X deR [R] log [R] /R o cumple
37 3.0E+ CUMPLE
1 >3 30.0 07 7.4771 0.18
20 2.5E+ CUMPLE
2 9 24.5 07 7.3892 0.09
26 2.3E+ CUMPLE
3 19 225 07 7.3522 0.05
37 3.7E+ CUMPLE
4 36 36.5 07 7.5623 0.26
20 2.5E+ CUMPLE
5 30 25.0 07 7.3979 0.10
18 2.1E+ CUMPLE
6 52 21.0 07 7.3222 0.02
Criterio Concentracion inoculada (1) Log de l
<0.3 log 2.0E+07 7.3010
Observaciones:
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Tabla N°22. Sesgo de los ensayos de yodopovidona 10% en presencia de
Escherichia coli ATCC 11229. (Fuente: Elaboracién propia)

Laboratorio dg Control de Calidad del Ministerio de Salud
Area de Andlisis Microbioldgico
Parametro de Sesgo
Analista 2: William Alexander Ramos Ramirez
Muestra: Yodopovidona 10%
Cédigo de muestra: MCY102022
Microorganismo: Escherichia coli ATCC 11229
N° de
; Recuento de lo - Cumple/ No
porecslon recuperado (R) X deR [R] log [R] IR-I/ cumple
1 jg 43.0 4.3E+07 7.6335 0.07 CUMPLE
2 ié 48.5 4.9E+07 7.6857 0.02 CUMPLE
3 25 49.5 5.0E+07 7.6946 0.01 CUMPLE
4 gg 41.5 4.2E+07 7.6181 0.08 CUMPLE
5 gi 36.5 3.7E+07 7.5623 0.14 CUMPLE
6 gé 40.0 4.0E+07 7.6021 0.10 CUMPLE
Criterio Concentracion inoculada (1) Log de |
<0.3log 5.0E+07 7.7011
observaciones:

El analista 1 evalud la determinacién de sesgo con Staphylococcus aureus, se
hizo uso de la concentracidn inoculada que corresponde la concentracion viable
CV posteriormente conocida y la concentracion recuperada ambas
concentraciones en términos de logaritmo, se obtuvieron valores menores a 0.3
log para cada porcién de muestra, por lo tanto, para el ensayo realizado en cada
una de las porciones dan cumplimiento con el criterio de aceptacion para tal

parametro.

El analista 2 evalu6 la determinacién de sesgo con Escherichia coli, se hizo uso
de la concentracién inoculada que corresponde la concentracién viable CV

posteriormente conocida y la concentracion recuperada ambas concentraciones
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en términos de logaritmo, se obtuvieron valores menores a 0.3 log para cada
porcion de muestra us), por lo tanto, para el ensayo realizado en cada una de las

porciones dan cumplimiento con el criterio de aceptacion para tal parametro.

Los resultados obtenidos por ambos analistas dan cumplimiento al criterio de
aceptacion donde la diferencia absoluta de lo inoculado y lo recuperado es <0.3
log. Este valor ayuda a escatimar posibles datos erroneos en los ensayos de
efectividad antimicrobiana ya que al existir un sesgo tan dentro del criterio de
aceptacion, no pone en dudas los resultados obtenidos por un factor interferente

en el desarrollo de la prueba.

5.7 Recopilacion de parametros de desempefio para clorhexidina 4% vy

yodopovidona 10%

La tabla N°23 y N°24 detallan los resultados obtenidos de la propuesta de
validacion para comprobar efectividad antimicrobiana de clorhexidina 4% vy
yodopovidona 10% respectivamente. Se recopilo la informacion de acuerdo a los
pardmetros de desempefio evaluando el cumplimiento de cada uno de ellos para
validar el método de estudio. La metodologia implementada debe cumplir con los
criterios de aceptacion cuando la muestra se pone a prueba con Staphylococcus
aureus ATCC 6530 y Escherichia Coli ATCC 11229, el comportamiento de la

muestra se evalud en los tiempos de accion de 5, 15 y 30 segundos.
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5.7.1 Recopilacion de resultados de parametros de clorhexidina 4%.

En la Tabla N°23 se encuentra la recopilacion de los resultados obtenidos para
cada parametro cuando se evalla clorhexidina 4% frente a los microorganismos
de prueba.

Tabla N°23. Resultados de parametros de validacion de clorhexidina 4%.
(Fuente: Elaboracion propia)

LABORATORIO DE CONTROL DE CALIDAD DEL MINISTERIO DE SALUD
AREA DE ANALISIS MICROBIOLOGICO
DATOS:
Método: Efectividad Antimicrobiana
Muestra: Clorhexidina 4%
Analista 1: Carlos Javier Juérez Lopez
Analista 2: William Alexander Ramos Ramirez
PARAMETROS DE VALIDACION
Repetibilidad
Criterio Tiempos Resultado (%) - Dictamen
S. aureus E. coli
5 1279.0413 40.0435 NO CUMPLE
r«3% 15 19.1236 0.4674 NO CUMPLE
30 2.3529 0.5923 CUMPLE
Reproducibilidad
Criterio Tiempos Resultado (%) - Dictamen
S. aureus E. coli
5 929.0370 28.8976 NO CUMPLE
R «3% 15 19.0823 0.3305 NO CUMPLE
30 1.8889 0.4188 CUMPLE
Recuperacion
Criterio Analista Resultado (%) - Dictamen
S. aureus E. coli
1 101.3475 97.9085
90% - 110% 2 99.1190 99.1668 CUMPLE
Sesgo
o ) Resultado (log) )
Criterio Analista S. aureus (1) E. coli (2) Dictamen
0.03 0.05 CUMPLE
0.03 0.04 CUMPLE
0.14 0.09 CUMPLE
<0.3log ly2 0.05 0.10 CUMPLE
0.16 0.12 CUMPLE
0.04 0.07 CUMPLE

Para demostrar repetibilidad en los resultados se debe obtener un porcentaje
menor al 3% cuando se evalla clorhexidina 4% frente a los microorganismos de

prueba. En un tiempo de contacto de 5 segundos para S. aureus y E. coli se
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obtienen un porcentaje de repetibilidad de 1270.0413% y 40.0435%
respectivamente, estando fuera del criterio de aceptacion, por lo tanto, se
dictamina el no cumplimiento. Cuando se analiza un tiempo de accién de 15
segundos de la muestra en presencia de S. aureus da como resultado una
repetibilidad del 19.1236% estando fuera de especificacion, en presencia de E.
coli cumple con el criterio con un 0.4674% de repetibilidad, pero para dictaminar
el cumplimiento debe ser para ambos microrganismos, por lo tanto, no cumple.
Cuando se analiza un tiempo de contacto de 30 segundos se demuestra
repetibilidad frente a los dos microorganismos de prueba con resultados menores
al 3%.

Para la evaluacion de reproducibilidad se considero los resultados de los dos
analistas cuando ponen a prueba la efectividad antimicrobiana de clorhexidina
4% bajo las indicaciones de la propuesta del protocolo de validacion, el criterio
que se debe cumplir en este parametro es una reproducibilidad menor al 3%. Los
resultados obtenidos indican que no se logran condiciones de reproducibilidad en
el los tiempos de 5 y 15 segundos al no cumplir con el criterio de aceptacion en
la evaluacién de efectividad antimicrobiana frente a los dos microorganismos de
prueba. Para 30 segundos con un porcentaje de reproducibilidad de 1.8889%
para S. aureus y 0.4188% para E. colin, se dictamina el cumplimiento para este

parametro.

El parametro de recuperacion se realiza bajo las mismas condiciones de prueba
para evaluar repetibilidad y reproducibilidad con la variante que a la muestra se
le inactivad su propiedad germicida en un tiempo cero, esto se hace con el fin de
evaluar si la metodologia aplicada no presenta alguna interferencia que impida la
recuperacion del inoculo inicial, ya que se busca evaluar la efectividad
antimicrobiana de la muestra sobre el microorganismo de prueba. El criterio a
cumplir es una recuperacion entre el 90% y 110% de inoculo inicial. Los

resultados obtenidos evidencian una recuperacion de 101.3475% para S. aureus
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y del 97.9085% para E. coli cuando son evaluados por el analista 1, el analista 2
obtiene una recuperacion de 99.1190% para S. aureus y 99.1668% para E. coli,
por lo tanto, la reparacion de los microorganismos bajo condiciones de prueba
esta dentro del criterio de aceptacion, dictaminando el cumplimiento de este

parametro.

Para evaluar el parametro de sesgo se hace bajo las mismas condiciones de
prueba que el pardmetro de recuperacion, la diferencia radica en el calculo para
cumplir este paramento, ya que se busca el sesgo que existe entre los valores
absolutos de lo inoculado y lo recuperado en términos de logaritmo, el criterio de
aceptacion es un sesgo menor a 0.3 log. Se realizan 6 ensayos por uno de los
analistas donde los resultados son menores a 0.3 log dando cumplimiento a este

pardmetro de estudio.

5.7.2 Recopilacion de resultados de parametros de yodopovidona 10%

La evaluacion de yodopovidona 10% se realiza bajo las mismas condiciones de
prueba que clorhexidina 4%, criterios y especificaciones descritas en el punto

5.7.1 aplican para el analisis de los resultados de la tabla N°24.
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Tabla N°24. Resultados de parametros de validacion de yodopovidona 10%.
(Fuente: Elaboracién propia)

AREA DE ANALISIS MICROBIOLOGICO

LABORATORIO DE CONTROL DE CALIDAD DEL MINISTERIO DE SALUD

DATOS:

Método: Efectividad Antimicrobiana

Muestra: Yodopovidona 10%

Analista 1: Carlos Javier Juarez Lépez
Analista 2: William Alexander Ramos Ramirez

PARAMETROS DE VALIDACION

Repetibilidad (%)

Criterio Tiempos Resultado - Dictamen
S. aureus E. coli
5 - 81.9984 NO CUMPLE
r«3% 15 0 35.5167 NO CUMPLE
30 0 0.6292 CUMPLE
Reproducibilidad (%)
Criterio Tiempos Resultado - Dictamen
S. aureus E. coli
5 - 88.4255 NO CUMPLE
R «3% 15 0 30.4601 NO CUMPLE
30 0 1.1245 CUMPLE
Recuperacién (%)
Criterio Analista Resultado - Dictamen
S. aureus E. coli
1 99.9000 98.8000
90% - 110% 2 98.7616 99.1653 CUMPLE
Sesgo (log)
o ] Resultado i
Criterio Analista S. aureus (1) E. coli (2) Dictamen
0.18 0.07 CUMPLE
0.09 0.02 CUMPLE
0.05 0.01 CUMPLE
<0.3log ly2 0.26 0.08 CUMPLE
0.10 0.14 CUMPLE
0.02 0.10 CUMPLE

El primer reto fue evaluar la repetibilidad del método en cada uno de los tiempos

de accion, cuando se evalla un tiempo de 5 segundos se observa que para S.

aureus el recuento en placa da como resultado demasiado numeroso para contar

las colonias de microorganismos por lo que no se reporta un resultado y en el

caso de la evaluacion en presencia de E. coli se encuentra fuera del criterio de

aceptaciéon. Cuando evaluamos un tiempo de 15 segundos la muestra en
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presencia de S. aureus da como resultado un 0% indicando que no existe
variacion entre resultados, pero para E. coli se observa un 35.5167% de
repetibilidad siendo mayor al 3%, incumpliendo el criterio de aceptacion. Cuando
se evaluan 30 segundos de contacto en el caso de los dos microorganismos se

observa una repetibilidad menor al 3 %, por lo tanto, cumple.

La reproducibilidad en la evaluaciéon de yodopovidona frente a ambos
microorganismos de prueba solo se logré en un tiempo de 30 segundos con
porcentajes de 0% poniendo a prueba S. aureus y del 1.1245% frente a E. coli,
dando cumplimiento al criterio y demostrando reproducibilidad del método. El
tiempo de 5y 15 segundos se dictamina el no cumplimiento del parametro al no
estar dentro del criterio de aceptacion la evaluacion con ambos microorganismos

de prueba.

Las condiciones generadas para evaluar la recuperacion de los microorganismos
de prueba por los analistas son favorables al obtener porcentajes de
recuperacion dentro de criterio de aceptacion. El analista uno con porcentajes de
99.90% para S. aureus y 98.80% para E. coli, el analista dos con 98.7616% para
S. aureus y 99.1653% para E. coli. Por lo tanto, cumple con este parametro.

El sesgo en cada uno de los ensayos realizados en la evaluacion de
yodopovidona 10% es menor a 0.3 en términos de logaritmo, cumpliendo con el

criterio de aceptacion para este parametro.
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5.8 INFORME DE VALIDACION
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PROPUESTA DE INFORME DE VALIDACION PARA
COMPROBAR LA EFECTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE
CLORHEXIDINA 4% Y YODOPOVIDONA 10%.

LABORATORIO DE CONTROL DE CALIDAD
DEL MINISTERIO DE SALUD Pagina —de -
Area de Andlisis Microbiol6gico

Fecha:
XX-XX-XX
Logo

Objetivo

Demostrar a través de parametros de validacion que el analisis de los antisépticos clorhexidina
4% y yodopovidona 10% cumplen con su uso previsto por medio de una metodologia para
comprobar la efectividad antimicrobiana en productos germicidas.

Alcance

Comprobar experimentalmente la eficacia antimicrobiana de los antisépticos de uso
hospitalario Clorhexidina 4% y Yodopovidona 10% en solucion jabonosa, haciendo uso de una
metodologia dada por la normativa mexicana NMX-BB-040-SCFI-1999 para la
DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE PRODUCTOS GERMICIDAS y
validarla mediante el cumplimiento de los parametros dados por la POLITICA 9.4 PARA LA
VALIDACION Y ESTIMACION DE LA INCERTIDUMBRE DE METODOS
MICROBIOLOGICOS, del Organismo Salvadorefio de Acreditacion (OSA).

Responsables

Nombre Cargo Firma
Br. William Alexander Ramos Ramirez Analista
Br. Carlos Javier Juérez Lépez Analista

Autorizado por:

Lic. Edwin Elit Alvanez Umafia Asesor

Lic. Julio Cesar Henriquez Pérez Asesor

MATERIALES Y EQUIPOS

Equipos Materiales
—  Espectrometro UV/visible —  Erlenmeyer 250 mL estériles
— Agitador vortex — Beaker 100 mL estéril
— Micropipeta 1000 pL — Beaker 200 mL estéril
— Cabina de Bioseguridad — Tubos de ensayo con tapon estériles

— Puntas para micropipeta estériles
— Placas Petri desechables estériles
— Gradilla para tubos de ensayo

— Celdas para espectrofotometro

— Frasco descarte

— Pipetas volumétricas 9 mL

— Probeta 100 mL

— Perlas de ebullicion

— Valvula de 3 vias
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Medios de Cultivo

— Caldo Neutralizante (Dey-Engley)
— Agar Tripticasa Soya

— Caldo Casoy

— Solucién Salina 0.9% Estéril

— Agua destilada estéril

ESTANDARIZACION Y DETERMINACION DE CUENTA VIABLE INICIAL DE
Staphylococcus Aureus ATCC 6538 Y Escherichia coli ATCC 11229

Determinacién de la cuenta viable (CV) de los microorganismos

Cuenta viable inicial de Staphylococcus aureus ATCC 6538

Laboratorio de Control de Calidad del Ministerio de Salud
Area de Anélisis Microbiolégico
Estandarizacion de Cepas de Referencia.
Datos
Microorganismo: Staphylococcus aureus ATCC 6538
Ensayo: Calculo de cuenta viable inicial
Analistas Responsables:
Carlos Javier Juarez Lépez
William Alexander Ramos Ramirez
. % de S = _
Analista Transmitancia Dilucién UFC XUFC X CV (UFC/mL)
Carlos 3% 10"-6 ;411 22.5
Carlos 3% 10"-6 ig 21
Carlos 3% 10"-6 20 21
22
William 3% 10"-6 i;’ 16 2.0x107
. 22
William 3% 10"-6 18 20
. 21
William 3% 10"-6 18 19.5
Observaciones: Suma 120
Promedio 20
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Cuenta viable inicial de Escherichia coli ATCC 11229

Laboratorio de Control de Calidad del Ministerio de Salud
Area de Analisis Microbiolégico
Estandarizacion de Cepas de Referencia.

Datos
Microorganismo: Escherichia coli ATCC11229
Ensayo: Calculo de cuenta viable inicial
Analistas Responsables:
Carlos Javier Juarez Lopez
William Alexander Ramos Ramirez

Analista % de Transmitancia D"lrj]c'o UFC XUFC X CV (UFC/mL)
50
Carlos 3% 107-6 49.5
49
39
Carlos 3% 107-6 40.5
42
57
Carlos 3% 10"-6 57
57
- 48
William 3% 107-6 45 46.5 5.0x107
52
William 3% 107-6 545
57
. 52
William 3% 10"-6 53.5
55
. Suma 301.5
Observaciones: -
Promedio 50
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EFICACIA ANTIMICROBIANA CON CLORHEXIDINA 4%
PORCENTAJE DE REDUCCION

ANALISTA: 01

MICROORGANISMO: Staphylococcus aureus ATCC 6538

Laboratorio de Control de Calidad del Ministerio de Salud
Area de Analisis Microbioldgico

Determinaciéon de Efectividad Antimicrobiana

Analista: Carlos Javier Juarez Lopez
Cédigo de muestra: MCL42022
Microorganismo: Staphylococcus aureus ATCC 6538

DATOS

N"ensayos [ 9T | Dilucion 5s SEL;EC)%S SSK = fS(sUFC?zOs 5(;/0 ReldSUSCCic;%s
1 3% | 10%6 [ae—S—2— 215 | 11 | 1 | 7 | 45 | 95
2 3% | 1076 ;g 2 8 21 | 10 | o | -5 | 50 | 100
3 3% | 10%6 (et 8 23 | 105 | 0 |-15| 48 | 100
4 3% | 1076 ig v 8 20 | 125| 0 | o | 38 | 100
5 3% | 106 ;g 182 5195 10 | 1|3 |50 |95
6 3% | 106 ig : 8 65| 75 | 0 | 18 | 63 | 100

Observaciones:




123

ANALISTA 02

MICROORGANISMO: Staphylococcus aureus ATCC 6538

Laboratorio dp Control de Calidad del Ministerio de Salud
Area de Andlisis Microbioldgico
Determinacion de Eficacia Antimicrobiana

Datos

Analista: William Alexander Ramos Ramirez
Cdédigo de muestra: MCL42022
Microorganismo: Staphylococcus aureus ATCC 6538

N“ensayos | % T | Dilucion SiLSJsFC)sos 5% = i%(SUF%)OS 5;/0 Rel%usCCiésT)s
1 3% | 1076 12 193 g 17 |11 | o | 15 | 45 | 100
2 3% | 1076 12 191 é 17 | 10 |05 | 15 | 50 | 98
3 3% | 1076 ;g ig 2 185 | 13 | 05| 8 | 35 | 98
4 3% | 1076 ii 171 g 195 9 | o | 3 | 55 | 100
5 3% | 1076 ii 182 é 235 | 10 | 05 | -17 | 50 | 98
6 3% | 1076 ig 170 g 195 |85| 0 | 3 | 58 | 100

Observaciones:
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ANALISTA: 01

MICROORGANISMO: Escherichia coli ATCC 11229

Area de Analisis Microbioldgico
Determinacion de Eficacia Antimicrobiana

Laboratorio de Control de Calidad del Ministerio de Salud

DATOS

Analista: Carlos Javier Juarez Lopez
Cdédigo de muestra: MCL42022
Microorganismo: Escherichia coli ATCC11229

o S (UFC) X de S (UFC) % Reduccion
Ensayo | % T | Dilucién
5s | 15s | 30s 5s 15s | 30s | 5s 15s | 30s
13 0 0
1 3% 10 =1 10.5 0 0 | 100 | 100 | 100
8 0 0
34 1 0
2 3% 10 =1 30 0.5 0 | 100 | 100 | 100
26 0 0
18 0 0
3 3% 10 =1 215 0 0 | 100 | 100 | 100
25 0 0
58 2 0
4 3% 10 =1 49.5 1 0 | 100 | 100 | 100
41 0 0
8 0 0
5 3% 10~1 8.5 0 0 | 100 | 100 | 100
0 0
15 0 0
6 3% 10~1 16 0 0 | 100 | 100 | 100
17 0 0

Observaciones:
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ANALISTA: 02
MICROORGANISMO: Escherichia coli ATCC 11229

Laboratorio d'e Control de Calidad del Ministerio de Salud
Area de Analisis Microbiolégico
Determinacion de Eficacia Antimicrobiana
DATOS
Analista: William Alexander Ramos Ramirez
Cdédigo de muestra: MCL42022
Microorganismo: Escherichia coli ATCC11229
S (UFC) X de S (UFC) % Reduccion
Ensayo | % T | Dilucién
5s | 15s | 30s 5s 15s | 30s | 5s 15s | 30s
13 0 0
1 3% 100 +-1 355 0 05 | 29 100 99
58 0 1
11 0 0
2 3% 100 +-1 8.5 0.5 0 83 99 100
6 1 0
1 0 1
3 3% 100 +-1 0.5 0 05 | 99 100 99
0 0 0
2 0 0
4 3% 100 -1 15 0 0 97 100 | 100
1 0 0
13 0 0
5 3% 100 -1 16 0 0 68 100 | 100
19 0 0
21 0 0 16.5 0 0 67 100 | 100
6 3% 100 -1
12 0 0
Observaciones:
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RESULTADOS Y CALCULOS DE PARAMETROS DE VALIDACION PARA
CLORHEXIDINA 4%

REPETIBILIDAD

ANALISTA: 01
MICROORGANISMO: Staphylococcus aureus ATCC 6538

Laboratorio de Control de Calidad del Ministerio de Salud
Area de Andlisis Microbiolégico
Parametro de Repetibilidad
DATOS
Analista: Carlos Javier Juarez Lopez
Cdédigo de muestra: MCL42022
Microorganismo: Staphylococcus aureus ATCC6538
% de reduccidn (Xi) (Xi-X) (Xi-X)"?
Analista | Ensayo 15
5s 15s 30s 5s S 30s 5s 15s 30s
1 -7 45 95 -6 | -4 | -3.3333 | 36 16 11.1
2 -5 50 100 4] 1 1.6667 16 1 2.78
3 -15 48 100 1'4 -1 | 1.6667 | 196 1 2.78
Carlos 4 0 38 100 1 |-11| 1.6667 | 1 | 121 | 2.78
5 3 50 95 4 1 |-3.3333 | 16 1 11.1
6 18 63 100 19| 14 | 1.6667 | 361 | 196 | 2.78
X -1 49 | 98.3333 TOTAL 626 | 336 | 33.3
Célculo del % de Repetibilidad
Tiempo | DSR 1°2 % Repetibilidad Cumple/No
S cumple
5s 11.1892 125.2 904.4187 No cumple
15s 8.1975 0.0279 13.5224 No cumple
30s 2.5819 0.00068 2.1223 Cumple
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ANALISTA: 02

MICROORGANISMO: Escherichia coli ATCC 11229

Laboratorio de Control de Calidad del Ministerio de Salud
Area de Analisis Microbioldgico
Parametro de Repetibilidad
DATOS
Analista: William Alexander Ramos Ramirez
Cdédigo de muestra: MCL42022
Microorganismo: Escherichia coli ATCC11229
% reduccion . .
: Xi-X Xi-X)n2
Analista | Ensayo (Xi) (X-%) (X-%)
5s | 15s | 30s 5s 15s 5s 15s 30s 30s
- 0.16 .
1 29 | 100 | 99 0.66 | 2010 | 0.028 | 0.44
44.833 7
667
0.33
2 83 99 | 100 | 9.1666 | -0.83 333 84 0.694 | 0.11
3 99 | 100 | 99 25.166 | 0.16 0.66 633 0.028 | 0.44
7 7
667
William 23.166 | 0.16 | 0.33
4 97 | 100 | 100 7 7 333 537 0.028 | 0.11
- 0.16 | 0.33
5 68 | 100 | 100 5 8333 7 333 34 0.028 | 0.11
- 0.16 | 0.33
6 67 | 100 | 100 6.8333 7 333 46.7 | 0.028 | 0.11
73. | 99. | 99.
X 833 | 833 | 666 TOTAL 3345 | 0.833 | 1.33
3 3 6
Célculo del % de Repetibilidad
Tiempo | o DSR 142 % Repetibilidad Cumple/
s No cumple
5s 25.8643 0.1227 28.3150 No cumple
15s 0.4082 1.6722E-05 0.3305 CUMPLE
30s 0.51639 2.6845E-05 0.4187 CUMPLE
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REPRODUCIBILIDAD

MICROORGANISMO: Staphylococcus aureus ATCC 6538

Laboratorio dp Control de Calidad del Ministerio de Salud
Area de Andlisis Microbioldgico
Parametro de Reproducibilidad

DATOS
Ensayo: Comprobacion de efectividad Antimicrobiana de Clorhexidina 4%
Cédigo de muestra: MCL42022
Criterio de aceptacién: R « 3%
Cdédigo de muestra: MCL42022
Microorganismo: Staphylococcus aureus ATCC 6538
Analistas:
Carlos Javier Juarez Lopez
William Alexander Ramos Ramirez

Analista % de reduccioén

1 Ensayo (Xi) (Xi-X) (Xi-X)"2
55 | 15s | 30s 5s | 15s 30s 5s 15s 30s
1 -7 45 95 -6 -4 | -3.3333 36 16 11.1
2 -5 50 100 -4 1 1.6666 16 1 2.78
3 -15 | 48 100 | -14 | -1 1.6666 196 1 2.78
Carlos 4 0 38 100 1 -11 | 1.6666 1 121 | 2.78
Juarez 5 3 50 95 4 1 -3.3333 16 1 11.1
6 18 | 63 100 19 | 14 1.6666 361 196 | 2.78
X -1 49 98.3 TOTAL 626 336 | 33.3
333

Ana2I|sta Ensayo | 5s | 15s | 30s 5s 15s 30s 5s 15s 30s

1 15 | 45 | 100 | 10.5 -3.83 1 110 14.69 1

2 15 | 50 | 98 | 10.5 | 1.167 -1 110 1.361 1

3 8 35 | 98 3.5 -13.8 -1 | 12.3 191.4 1

William 4 3 55 | 100 | -1.5 | 6.167 1 2.25 38.03 1

Ramos 5 -17 | 50 | 98 | -21.5 | 1.167 -1 462 1.361 1

6 3 58 | 100 | -1.5 | 9.167 1 2.25 84.03 1

48.
X 45 | 833 | 99 TOTAL 700 330.8 6
3
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Célculo del % de Reproducibilidad

Tiempo N A %
S P S1 S2 DSR 1"2 | DSR 2%? Reproducibilidad Cumple
5s 11.1893 | 11.8279 125.2 6.9086 929.0370 No
cumple
15s 8.19756 | 8.13429 | 0.02798 | 0.0277 19.0822 No
cumple
30s 2.5819 1.0954 | 0.00068 | 0.00012 2.3031 Cumple
MICROORGANISMO: Escherichia coli ATCC 11229
Laboratorio de Control de Calidad del Ministerio de Salud
Area de Analisis Microbioldgico
Pardmetro de Reproducibilidad
Datos
Ensayo: Comprobacién de efectividad Antimicrobiana de Clorhexidina 4%
Pardmetro de estudio: Reproducibilidad
Cédigo de muestra: MCL42022
Criterio de aceptaciéon: R« 3%
Microorganismo: Escherichia coli ATCC 11229
Analista 1: Carlos Javier Juarez Lopez
Analista 2: William Alexander Ramos Ramirez
. % de reduccion . £ A2
Analhsta Ensayo (Xi) (Xi-X) (Xi-X)
55 | 15s | 30s 5s 15s | 30s 5s 15s 30s
1 100 | 100 | 100 | 2.83333 0 0 8.03 0 0
2 100 | 100 | 100 | 2.83333 0 0 8.03 0 0
3 100 | 100 | 100 | 2.83333 0 0 8.03 0 0
Carlos 4 100 | 100 | 100 | 2.83333 0 0 8.03 0 0
Juarez 5 83 | 100 | 100 | -14.167 0 0 201 0 0
6 100 | 100 | 100 | 2.83333 0 0 8.03 0 0
97.
X 166 | 100 | 100 TOTAL 241 0 0
7
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A”az"Sta Ensayo | 5s | 15s | 30s | 5s | 15s | 30s | 5s | 15s | 30s
1 29 | 100 | 99 | 448 0'716 0.66 | 2010 g'g 0.44
33 667
9.16 0.33 0.6
2 83 | 99 100 | oo | -083 | o5r | 84 | gy |01
3 99 | 100 | 99 | 221 [ 016 | 566 | 633 | 20 | 04g
667 | 7 28
667
William 4 97 | 100 | 100 %36'71 0'716 %gg’ 537 g'g 011
Ramos .
5 68 | 100 | 100 | 583 | 016 | 033 | 4, | 00 44y
7 | 333 28
33
6 67 | 100 | 100 | 683 | 016 | 033 | 457 | 00 | 545
7 | 333 28
33
- 73 1 99.833 | 99.66 0.8
X 823 a3 | eser TOTAL 3345 | 5. | 133
Célculo del % de Reproducibilidad
% Cumple/
- /\2 /\2
Tiempo S1 S2 DSR 1 DSR 2 Reproducibilidad No
cumple
NO
5s 6.9402 | 25.864 | 0.0051 0.1227 28.8976 CUMPLE
155 0 | 04082 0 1.672E-05 0.3305 CUMPLE
30s 0 | 05164 | 0.0000 | 2.685E-05 0.4187 CUMPLE
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RECUPERACION

ANALISTA: 01

MICROORGANISMO: Staphylococcus aureus ATCC 6538

Laboratorio de Control de Calidad del Ministerio de Salud
Area de Analisis Microbiolégico
Parametro de Recuperacién
DATOS
Analista: Carlos Javier Juarez Lopez
Muestra: Clorhexidina 4%
Cédigo de muestra: MCL42022
Microorganismo: Staphylococcus aureus ATCC6538
Porciones Recuento de Promedio de 106 rlégge(:ﬁ!)
de muestra recuperacion (UFC) recuento (UFC/mL)
1 gg 27 2.7E+07 7.4313
18
2 57 225 2.3E+07 7.3521
28
3 6 27 2.7E+07 7.4313
28
4 21 245 2.5E+07 7.3891
17
5 >3 20 2.0E+07 7.3010
27
6 35 31 3.1E+07 7.4913
Célculo del % de Recuperacion
Ccv Xdel log de % de Cumple/
(UFC/mL) Log de CV recuento recuperaciéon | No cumple
2.0E+07 7.3010 7.3994 101.3474
Criterio de aceptacién 90-110% CUMPLE
Observaciones
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MICROORGANISMO: Escherichia coli ATCC 11229

Laboratorio de Control de Calidad del Ministerio de Salud

Area de Analisis Microbioldgico
Parametro de Recuperacion

Analista: Carlos Javier Juarez Lopez
Muestra: Clorhexidina 4%

Cédigo de muestra: MCL42022
Microorganismo: Escherichia coli ATCC 11229

. Recuento de :
Porciones de recuperacion Promedio de 10° (UFC/mL) Log del
muestra recuento recuento
(UFC)
32
1 30 3.0E+07 7.4771
28
44
2 37 40.5 4.1E+07 7.6074
36
3 325 3.3E+07 7.5118
29
36
4 34.5 3.5E+07 7.5378
33
42
5 40 4.0E+07 7.6020
38
36
6 31 3.1E+07 7.4913
26
Célculo del % Recuperacioén
X 0
CV (UFC/mL) Log de CV X del log de % 5 Cumple/ No
recuento Recuperacion cumple
5.0I;+07 7.6989 7.5379 97.9085 CUMPLE
Criterio de aceptacién 90-110%

Observaciones
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ANALISTA: 02

MICROORGANISMO: Staphylococcus aureus ATCC 6538

Laboratorio de Control de Calidad del Ministerio de Salud
Area de Andlisis Microbioldgico
Parametro de Recuperacién
Datos
Analista: William Alexander Ramos Ramirez.
Muestra: Clorhexidina 4%
Cédigo de muestra: MCL42022
Microorganismo: Staphylococcus aureus ATCC6538
Porciones de | Recuento de . 106 Log del
muestra recuperacion | Promedio de recuento (UFC/mL) recuento
(UFC/mL)
15
1 15 1.5E+07 7.1760
15
14
2 19 1.9E+07 7.2787
24
17
3 19 1.9E+07 7.2787
21
19
4 20 2.0E+07 7.3010
21
10
5 18 1.8E+07 7.2552
26
17
6 135 1.4E+07 7.1303
10
Céalculo del % Recuperacién
% de Cumple/ No
CV (UFC/mL) Log de CV X del log de recuento | recuperaci cur%ple
on
2.0E+07 7.3010 7.2367 99.1189
— — CUMPLE
Criterio de aceptacion 90-110%
Observaciones
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MICROORGANISMO: Escherichia coli ATCC 11229

Laboratorio de Control de Calidad del Ministerio de Salud

Area de Analisis Microbioldgico
Parametro de Recuperacion

Analista: William Alexander Ramos Ramirez.
Muestra: Clorhexidina 4%

Cédigo de muestra: MCL42022
Microorganismo: Escherichia coli ATCC 11229

Porciones de | Recuento de Promedio de . Log del
muestra recuperacion recuento 10" (UFC/mL) recuento
(UFC/mL)
39
1 38.5 3.9E+07 7.5854
38
44
2 40 4.0E+07 7.6020
36
39
3 48 4.8E+07 7.6812
57
49
4 44.5 4.5E+07 7.6483
40
46
S 44 4.4E+07 7.6434
42
49
6 445 4.5E+07 7.6483
40
Célculo del % de Recuperacion
CV (UFC/mL) Log de CV X del log de % Recuperacion Cumple/ No
recuento cumple
5.0E+07 7.6989 7.6348 99.1668
iteri i 4 CUMPLE
Criterio de aceptacion 90-110%

Observaciones
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SESGO

ANALISTA: 01

MICROORGANISMO: Staphylococcus aureus ATCC 6538

Laboratorio de Control de Calidad del Ministerio de Salud de El Salvador
Area de Analisis Microbiolégico de Medicamentos
Datos
Parametro de estudio: Sesgo
Codigo de muestra: MCL42022
Microorganismo de prueba: Staphylococcus aureus ATCC6538
Analista 1: Carlos Javier Juarez Lopez
N° de -
. Recuentodelo | X de Log/R- | Cumple/ No
porcslone recuperado (R) R [R] log [R] I/ cumple
1 ;g 215 2'27E+0 7.3324 0.03 Cumple
2 ;Z 215 2'27E+0 7.3324 0.03 Cumple
3 ;8 275 2'87E+0 7.4393 0.14 Cumple
4 ig 18 1'87E+0 7.2553 0.05 Cumple
5 23 29 2.9E+0 7.4624 0.16 Cumple
35 7
6 ;; 22 2'27E+0 7.3424 0.04 Cumple
Criterio Concentracion inoculada (1) Log de l
<0.3 log 2.0E+07 UFC/mL 7.3010
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ANALISTA: 02

MICROORGANISMO: Escherichia coli ATCC 11229

Laboratorio de Control de Calidad del Ministerio de Salud
Area de Analisis Microbioldgico
Datos
Parametro de estudio: Sesgo
Cédigo de muestra: MCL42022
Microorganismo: Escherichia coli ATCC11229
Analista 2: William Alexander Ramos Ramirez
N° de Recuento delo | X de Cumple/ No
porciones | recuperado (R) R [R] log [R] IR cumple
1 jg 45 4 5E+07 7.6532 0.05 Cumple
2 ji 46 4.6E+07 7.6627 0.04 Cumple
3 gg 40.5 4.1E+07 7.6074 0.09 Cumple
4 ;‘é 395 | 40E+07 | 75965 | 0.10 | Cumple
5 ig 38 3.8E+07 7.5797 0.12 Cumple
6 gg 425 4.3E+07 7.6283 0.07 Cumple
criterio Concentracién inoculada (1) Log de |
<0.3 log 5.0E+07 7.70113607
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EFICACIA ANTIMICROBIANA CON YODOPOVIDONA 10%
PORCENTAJE DE REDUCCION

ANALISTA: 01

MICROORGANISMO: Staphylococcus aureus ATCC 6538

Laboratorio d'e Control de Calidad del Ministerio de Salud
Area de Analisis Microbiolégico
Determinacion de Eficacia Antimicrobiana
Datos
Analista: Carlos Javier Juarez L6pez.
Cédigo de muestra: MCY102022
Microorganismo: Staphylococcus aureus ATCC6538
S (UFC) X de S (UFC) % Reduccién
Ensayo %T Diluciéon
Y 5s 15s 30 5s 15s 305 15s | 30s
S s | s
DNPC | 762 0
1 3% 107 -2 DNPC | 840 | O - | 100 | 100
DNPC | 918 | ©
DNPC 42 0
2 3% 10 -2 DNPC | 33 0 - | 100 | 100
DNPC | 24 0
DNPC 0
3 3% 10 -2 DNPC 0 0 - | 100 | 100
DNPC 0
DNPC | 50 0 45
4 3% 10 -2 DNPC 10 - | 100 | 100
DNPC | 41 | © 5
DNPC 1 0
5 3% 100 -2 DNPC | 35| 0 - | 100 | 100
DNPC 6 0
DNPC 0 0
6 3% 100 -2 DNPC 0 0 - | 100 | 100
DNPC 0 0
Observaciones
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ANALISTA: 02
Laboratorio de Control de Calidad del Ministerio de Salud
Area de Analisis Microbioldgico
Determinacién de Eficacia Antimicrobiana
DATOS
Analista: William Alexander Ramos Ramirez
Cédigo de muestra: MY102022
Microorganismo: Staphylococcus aureus ATCC6538
S (UFC) X de S (UFC) % Reduccion
Ensayo | % T | Dilucion
5s | 15s | 30 | 55 |15s|30| 2| 15 | 30s
S s |s S
DNPC 0 0
1 3% 10 -2 DNPC 0 0| - | 100 | 100
DNPC 0 0
DNPC [ 249 | O
2 3% 107 -2 DNPC | 228 | 0 | - | 100 | 100
DNPC | 207 | O
DNPC | 29 0
3 3% 107 -2 DNPC 32 | 0 | - | 100 | 100
DNPC | 35 0
DNPC | 57 0 53
4 3% 10 -2 DNPC "1 0| - | 100 | 100
DNPC | 50 | O S
DNPC 0 0
5 3% 100 -2 DNPC 0 0 | - | 100 | 100
DNPC 0 0
DNPC 0 0
6 3% 100 -2 DNPC 0 0 | - | 100 | 100
DNPC 0 0
Observaciones:




139

ANALISTA: 01
MICROORGANISMO: Escherichia coli ATCC 11229

Laboratorio de Control de Calidad del Ministerio de Salud
Area de Analisis Microbioldgico
Determinacion de Eficacia Antimicrobiana
DATOS

Analista: Carlos Javier Juarez LOpez
Cédigo de muestra: MY102022
Microorganismo: Escherichia coli ATCC11229

L S (UFQ) X de S (UFC) % Reduccidn
Ensayo %T Dilucion
5s 15s | 30s | 5s 15s | 30s | 5s | 15s | 30s
48 35 0
1 3% 10 -6 505|335 |05 |-1| 33 99
53 32 1
34 17 0
2 3% 10 -6 30 14 | 05 |40 | 72 99
26 11 1
17 0
3 3% 10 -6 135 4 05 | 73| 92 99
10 1
42 13 0
4 3% 10 -6 395 (135| 0 |(21| 73 | 100
37 14 0
33 11 0
5 3% 10 -6 33 9 0O | 34| 82 | 100
33 0
15 0
6 3% 10 -6 T 0 16 0 0O | 68| 100 | 100

Observaciones:
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ANALISTA: 02
Laboratorio de Control de Calidad del Ministerio de Salud
Area de Analisis Microbiolégico
Determinacion de Eficacia Antimicrobiana
DATOS
Analista: William Alexander Ramos Ramirez
Cédigo de muestra: MY102022
Microorganismo: Escherichia coli ATCC11229
S (UFC) X de S (UFC) % Reduccién
Ensayo | % T | Dilucién 15
5s | 15s | 30s 5s 15s | 30s | 5s S 30s
. 63 19 0
1 3% 107 -6 61 20 05 | -22 | 60 99
59 21 1
R 23 17 3
2 3% 10 -6 20.5 16 1.5 | 59 68 97
18 15 0
R 17 15 2
3 3% 10 -6 18,5 | 10.5 1 63 79 98
20 6 0
R 34 0 0
4 3% 10 -6 375 0 0 25 | 100 | 100
41 0 0
R 13 0 0
5 3% 10 -6 16 0 0 68 | 100 | 100
19 0 0
R 21 0 0
6 3% 10 -6 16.5 0 0 67 | 100 | 100
12 0 0
Observaciones:
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RESULTADOS Y CALCULOS DE PARAMETROS DE VALIDACION PARA

YODOPOVIDONA 10%

REPETIBILIDAD

ANALISTA: 02

MICROORGANISMO: Staphylococcus aureus ATCC 6538

Laboratorio de Control de Calidad del Ministerio de Salud

Area de Analisis Microbioldgico
Parametro de Repetibilidad

DATOS

Analista 2: William Alexander Ramos Ramirez
Cédigo de muestra: MCY102022
Microorganismo: Staphylococcus aureus ATCC6538

% de reduccioén

Anglist Ensayo (Xi) (Xi- X) (Xi-x)"?
5s 15s 30s 5s 15s 30s 5s 15s 30s
1 - 100 100 - 0 0 - 0 0
2 - 100 100 - 0 0 - 0 0
3 - 100 100 - 0 0 - 0 0
William 4 - 100 100 - 0 0 - 0 0
5 - 100 100 - 0 0 - 0 0
6 - 100 100 - 0 0 - 0 0
Promedio - 100 100 TOTAL - 0 0
Céalculo del % de Repetibilidad
Tiersnpo S1 DSR 1"? % Repetibilidad Cumple/ No cumple
5s - - - -
15s CUMPLE
30s CUMPLE
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ANALISTA: 01

MICROORGANISMO: Escherichia coli ATCC 11229

Laboratorio de Control de Calidad del Ministerio de Salud
Area de Andlisis Microbiolégico
Parametro de Repetibilidad
DATOS
Analista: Carlos Javier Juarez Lopez
Cdédigo de muestra: MY102022
Microorganismo: Escherichia coli ATCC11229
% de reduccion (Xi) (Xi-X) (Xi-X)n2
Analista | Ensayo 30
5s 15s 30s 5s 15s S 5s 15s | 30s
i - - | 161 0.2
1 -1 33 99 40%16 2305 3 1792 5
0.833 - - 06 | 111 | 0.2
2 40 2 1 9 | "33 |333]05] 9| 1 |5
3383 | 166 | - | 114 | 277. | 0.2
3 73 92 99 33 7 05| 5 8 5
i - 5.44 | 0.2
Carlos 4 21 73 100 18%16 233 0.5 | 330 4 5
5 34 82 100 | 5.166 6.66 0.5 26. | 444 1 0.2
- 7 7 4 5
28.83 | 24.6 608. | 0.2
6 68 100 100 33 7 0.5 | 831 4 5
X | 39016 | 75.33 | 995 TOTAL 394 | 27390 | 15
Célculo del % de Repetibilidad
Tiempo | o DSR 12 % Repetibilidad Cumple/No
S cumple
5s 28.0956 0.5145 57.9815 No cumple
15s 23.4065 0.0965 25.1141 No cumple
30s 0.5477 3.0302E-05 0.4449 CUMPLE
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REPRODUCIBILIDAD

MICROORGANISMO: Staphylococcus aureus ATCC 6538

Laboratorio de Control de Calidad del Ministerio de Salud
Area de Analisis Microbiolégico
Parametro de Reproducibilidad
DATOS
Ensayo: Comprobacion de efectividad Antimicrobiana de yodopovidona 10%
Pardmetro de estudio: Reproducibilidad
Nombre genérico de muestra: Yodopovidona 10%
Cédigo de muestra: MY102022
Criterio de aceptacién: R « 3%
Microorganismo: Staphylococcus aureus ATTCC6538
Analista 1: Carlos Javier Juarez Lopez
Analista 2: William Alexander Ramos Ramirez
Analista % de reduccidn (Xi) (Xi-X) (Xi-X)"2
Ensayo
1 5s 15s 30s 5s | 15s | 30s | 5s | 15s | 30s
1 - 100 100 - 0 0 - 0 0
2 - 100 100 - 0 0 - 0 0
3 - 100 100 - 0 0 - 0 0
Carlos 4 - 100 100 - 0 0 - 0 0
5 - 100 100 - 0 0 - 0 0
6 - 100 100 - 0 0 - 0 0
X - 100 100 TOTAL - 0 0
Ana2I|sta Ensayo | 5s 15s 30s 5s | 15s 30s | 5s 15s 30s
1 - 100 100 - 0 0 - 0 0
2 - 100 100 - 0 0 - 0 0
3 - 100 100 - 0 0 - 0 0
William 4 - 100 100 - 0 0 - 0 0
5 - 100 100 - 0 0 - 0 0
6 - 100 100 - 0 0 - 0 0
X - 100 100 TOTAL - 0 0
Célculo del %Reproducibilidad
Tiempo st S2 DSR DSR % Cumple/ No
s "2 2"2 Reproducibilidad cumple
5s - - - - - -
15s 0 0 0 0 0 CUMPLE
30s 0 0 | 0.0000 0 0 CUMPLE
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MICROORGANISMO: Escherichia coli ATCC 11229
Laboratorio de Control de Calidad del Ministerio de Salud
Area de Andlisis Microbiolégico
Parametro de Reproducibilidad
DATOS
Ensayo: Comprobacién de efectividad Antimicrobiana de yodopovidona 10%
Parametro de estudio: Reproducibilidad
Nombre genérico de muestra: Yodopovidona 10%
Cdédigo de muestra: MY102022
Criterio de aceptacion: R « 3%
Microorganismo: Escherichia coli ATCC11229
Analista 1: Carlos Javier Juarez Lopez
Analista 2: William Alexander Ramos Ramirez
. %Reduccién (Xi) (Xi-X) Xi-X)"?
Analista | Ensayo 5s 15s 30s 5s 15s 30s | 55 | 15s | 30s
1 | 1| 33 | 99 |-4016 | -423 |-05|61|179) 02
3 2 5
06 | 11. | 0.2
2 40 72 99 0.83 -3.33 | -0.5 9 11 5
3 73 92 99 33.83 | 16.67 | -0.5 124 2:.;7 052
- 54 | 0.2
Carlos 4 21 73 100 18.167 -2.33 | 0.5 | 330 44 5
26. | 44. | 0.2
5 34 82 100 -5.16 6.667 | 0.5 7 44 5
6 68 | 100 100 28.83 | 24.67 | 0.5 | 831 6918 052
39 | 753 394 | 273
X 166 : 99.5 TOTAL 15
7 3 7 9
Analista | Ensayo | 5s 15s 30s 5s 15s 30s | 5s | 15s | 30s
- 426 | 600
1 -22 60 99 65.333 -24.5 0 8 3 0
2 |59 | es | o7 |80 65 | 2 |2a5|%T7| 4
19.666 30.
3 63 79 98 7 -5.5 -1 | 387 o5 1
William 4 25 | 100 | 100 : 155 | 1 |336[2%0] 1
18.333 ' 3
5 68 | 100 100 24'? 66 155 1 | 608 24:1))0 1
6 67 | 100 100 23'? 66 155 1 | 560 24:1))0 1
- 43. 640 | 162
X 333 84.5 99 TOTAL 5 4 8
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Célculo del % de Reproducibilidad
Tiempo | S1 S2 | DSR1™ | DSR 2" Reprods/?:ibilidad Ncc:)ué?fr)rﬁ/le
5s 28.0956 35'279 0.5145 0.6822 88.4254 NO CUMPLE
15s 23.4065 1%'21 0.0965 0.0454 30.4601 NO CUMPLE
30s 0.5477 1'%)64 0.000030 | 0.00016 1.1245 CUMPLE
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RECUPERACION

ANALISTA: 01

MICROORGANISMO: Staphylococcus aureus ATCC 6538

Laboratorio de Control de Calidad del Ministerio de Salud
Area de Analisis Microbiolégico
Parametro de Recuperacion
Analista: Carlos Javier Juarez Lopez
Muestra: Clorhexidina 4%
Cédigo de muestra: MY102022
Microorganismo: Staphylococcus aureus ATCC6538
. Recuento de Promedio Log del
Porciones de iy .
muestra recuperacion de 10 recuento
(UFC) recuento
1 i; 20.5 2.1E+07 7.3117
15
2 19 17 1.7E+07 7.2304
20
3 16 18 1.8E+07 7.2552
21
4 0 20.5 2.1E+07 7.3117
23
5 18 20.5 2.1E+07 7.3117
26
6 19 22.5 2.3E+07 7.3521
Célculo % de Recuperacion
X del log
CV (UFC/mL) Log de CV de %Recuperacion Cumple/No
cumple
recuento
2.0E+07 7.3010 7.2955 99.9246
Criterio de aceptacién 90-110% CUMPLE
Observaciones
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MICROORGANISMO: Escherichia coli ATCC 11229

Laboratorio de Control de Calidad del Ministerio de Salud

Area de Analisis Microbiolégico
Parametro de Recuperacion

Analista: Carlos Javier Juarez LOpez
Muestra: Yodopovidona 10%
Cédigo de muestra: MY102022
Microorganismo: Escherichia coli ATCC 11229

Porciones de Recuento .qe Promedio de Log del
recuperacion 1076
muestra recuento recuento
(UFC)
44
1 43 4.3E+07 7.6334
42
46
2 38.5 3.9E+07 7.5854
31
39
3 41.5 4.2E+07 7.6180
44
48
4 41.5 4.2E+07 7.6180
35
31
5 35.5 3.6E+07 7.5502
40
46
6 45 4.5E+07 7.6532
44
Céalculo del % de Recuperacion
Y 0
CV (UFC/mL) Log de CV X del log de %o 5 Cumple/ No
recuento Recuperacion cumple
5.0E+07 7.6989 7.6097 98.8410
— = CUMPLE
Criterio de aceptacién 90-110%

Observaciones




148

ANALISTA: 02

MICROORGANISMO: Staphylococcus aureus ATCC 6538

Laboratorio de Control de Calidad del Ministerio de Salud
Area de Analisis Microbioldgico
Parametro de Recuperacion
Datos
Analista: William Alexander Ramos Ramirez.
Muestra: Clorhexidina 4%
Cédigo de muestra: MY102022
Microorganismo: Staphylococcus aureus ATCC6538
. Promedio
Porciones de Recuento de Loga del
- de 10"6
muestra recuperacién (UFC) recuento
recuento
15
1 18.5 1.9E+07 7.2671
22
14
2 135 1.4E+07 7.1303
13
18
3 17.5 1.8E+07 7.2430
17
15
4 17 1.7E+07 7.2304
19
17
5 19 1.9E+07 7.2787
21
11
6 13 1.3E+07 7.1139
15
Calculo del % de Recuperacion
X dellog 0
CV (UFC/mL) Log de CV de . % | Cumple/No
ecuperacion cumple
recuento
2.0E+07 7.3010 7.2106 98.7616
. = CUMPLE
Criterio de aceptacién 90-110%
Observaciones:
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MICROORGANISMO: Escherichia coli ATCC 11229

Laboratorio de Control de Calidad del Ministerio de Salud
Area de Analisis Microbioldgico
Parametro de Recuperacion
Analista: William Alexander Ramos Ramirez.
Muestra: Yodopovidona 10%
Cdédigo de muestra: MY102022
Microorganismo: Escherichia coli ATCC 11229
Porciones de Recuento .qe Promedio de Log del
recuperacion 1076
muestra recuento recuento
(UFC)
41
1 44 4.4E+07 7.6434
47
45
2 41 4.1E+07 7.6127
37
45
3 44.5 4 5E+07 7.6483
44
43
4 44.5 4 5E+07 7.6483
46
47
5 45 4.5E+07 7.6532
43
39
6 40 4.0E+07 7.6020
41
Calculo del % de Recuperacion
X 0
CV (UFC/mL) Log de CV X del log de ) 5 Cumple/ No
recuento Recuperacion cumple
5.0E+07 7.6989 7.6347 99.1652
. — CUMPLE
Criterio de aceptacion 90-110%
Observaciones
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SESGO

ANALISTA: 01

MICROORGANISMO: Staphylococcus aureus ATCC 6538

Laboratorio de Control de Calidad del Ministerio de Salud
Area de Analisis Microbioldgico
Parametro de Sesgo
Analista 1: Carlos Javier Juarez Lopez
Muestra: Yodopovidona 10%
Cédigo de muestra: MY102022
Microorganismo: Staphylococcus aureus ATCC 6538
Recuento _
N .de delo X de [R] log [R] IR-I/ Cumple/N
porciones recuperado R o cumple
(R)
1 g; 30.0 3.0E+07 7.4771 0.18 CUMPLE
2 gg 24.5 2.5E+07 7.3892 0.09 CUMPLE
3 ig 225 2.3E+07 7.3522 0.05 CUMPLE
4 gg 36.5 3.7E+07 7.5623 0.26 CUMPLE
5 28 25.0 2.5E+07 7.3979 0.10 CUMPLE
6 ;i 21.0 2.1E+07 7.3222 0.02 CUMPLE
criterio Concentracion inoculada (1) Log de |
<0.3log 2.0E+07 7.3010
Observaciones:
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ANALISTA: 02

MICROORGANISMO: Escherichia coli ATCC 11229

Laboratorio de Control de Calidad del Ministerio de Salud
Area de Analisis Microbioldgico
Parametro de Sesgo

Analista 2: William Alexander Ramos Ramirez
Muestra: Yodopovidona 10%

Cdédigo de muestra: MCY102022
Microorganismo: Escherichia coli ATCC 11229

N° de

porcion Recuento de lo % deR [R] log [R] IR-I/ Cumple/ No
es recuperado (R) cumple
1 > 43.0 43E+07 | 7.6335 | 0.07 | CUMPLE
2 Zé 48.5 4.9E+07 7.6857 0.02 CUMPLE
3 Z? 495 5.0E+07 7.6946 0.01 CUMPLE
4 gg 41.5 4.2E+07 7.6181 0.08 CUMPLE
5 2?1 36.5 3.7E+07 7.5623 0.14 CUMPLE
6 gg 40.0 4.0E+07 7.6021 0.10 CUMPLE

Criterio Concentracién inoculada (1) Log del

<0.3 log 5.0E+07 7.7011

observaciones:
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CONCLUSIONES

1. Los procedimientos descritos en la propuesta del protocolo de
validacion del método de efectividad antimicrobiana demuestran a
través de evidencia objetiva documentada que el método es 6ptimo para
analizar la calidad de los antisépticos como clorhexidina 4% vy
yodopovidona 10% en el Laboratorio de Control de Calidad del MINSAL.

2. La metodologia implementada para comprobar efectividad
antimicrobiana de clorhexidina 4% y yodopovidona 10% utilizando como
referencia la norma NMX-BB-040-SCFI-1999 publicada por el Sistema
Integral de Normas y Evaluacion de la Conformidad de los Estados
Unidos Mexicanos, evidencia un mayor porcentaje reduccion cuando el
tiempo de contacto de los microorganismos de prueba frente a los
antisépticos es de 30 segundos con respecto a 5 segundos y 15
segundos.

3. El método propuesto a través del protocolo de validacién para
comprobar efectividad antimicrobiana de clorhexidina 4% vy
yodopovidona 10% cumple con los parametros de repetibilidad,
reproducibilidad, recuperaciébn y sesgo dados por la politica de
validacion de métodos microbiolégicos publicada por el OSA, cuando
los microorganismos Staphylococcus aureus ATCC 6538 Y Escherichia
coli ATCC 11229 se ponen a prueba frente a clorhexidina 4% vy
yodopovidona 10% en un tiempo de contacto de 30 segundos.

4. Los resultados obtenidos en el informe de validacion evidencian que el
método planteado en el protocolo de validacion no es 6ptimo para
comprobar efectividad antimicrobiana de clorhexidina 4% vy
yodopovidona 10% en los tiempos de 5 y 15 segundos, debido al
incumplimiento de los parametros de desempefio en su totalidad frente
a los microorganismos de prueba, exceptuando el tiempo de contacto
de 30 segundos, donde se dictamina el cumplimiento de cada uno de

los criterios.
Revisado por: Firma:
Revisado por: Firma:
Aprobacién de Protocolo de Validacion
Nombre: Firma:

Nombre: Firma:
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CONCLUSIONES
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6.0 CONCLUSIONES

1. Los procedimientos descritos en la propuesta del protocolo de validacion
del método de efectividad antimicrobiana demuestran a través de
evidencia objetiva documentada que el método es 6ptimo para analizar la
calidad de los antisépticos como clorhexidina 4% y yodopovidona 10% en
el Laboratorio de Control de Calidad del MINSAL.

2. La metodologia implementada para comprobar efectividad antimicrobiana
de clorhexidina 4% y yodopovidona 10% utilizando como referencia la
norma NMX-BB-040-SCFI-1999 publicada por el Sistema Integral de
Normas y Evaluaciéon de la Conformidad de los Estados Unidos
Mexicanos, evidencia un mayor porcentaje reduccion cuando el tiempo de
contacto de los microorganismos de prueba frente a los antisépticos es de

30 segundos con respecto a 5 segundos y 15 segundos.

3. El método propuesto a través del protocolo de validacion para comprobar
efectividad antimicrobiana de clorhexidina 4% y yodopovidona 10%
cumple con los parametros de repetibilidad, reproducibilidad, recuperacion
y sesgo dados por la politica de validacion de métodos microbiologicos
publicada por el OSA, cuando los microorganismos Staphylococcus
aureus ATCC 6538 Y Escherichia coli ATCC 11229 se ponen a prueba
frente a clorhexidina 4% y yodopovidona 10% en un tiempo de contacto

de 30 segundos.
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4. Los resultados obtenidos en el informe de validacion evidencian que el
método planteado en el protocolo de validacion no es Optimo para
comprobar efectividad antimicrobiana de clorhexidina 4% y yodopovidona
10% en los tiempos de 5 y 15 segundos, debido al incumplimiento de los
paradmetros de desempefio en su totalidad frente a los microorganismos
de prueba, exceptuando el tiempo de contacto de 30 segundos, donde se

dictamina el cumplimiento de cada uno de los criterios.



CAPITULO VII
RECOMENDACIONES
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7.0 RECOMENDACIONES

1. Neutralice la actividad antimicrobiana de las muestras de estudio con

inactivantes quimicos que contiene el caldo Dey-Engley en combinacion con
la dilucion de la muestra recomendada por el fabricante y que debe ser
solicitada por el area de analisis microbiolégico de ser necesario, para asi

poder evaluar la efectividad antimicrobiana en un tiempo especifico de accion.

Verifique la cuenta viable inicial de cada microorganismo de prueba para para
obtener la concentracion inicial de referencia, ya que la concentracién inicial
debe ser relacionada en cada uno de los ensayos de efectividad
antimicrobiana para poder realizar calculo del porcentaje de reduccion de
reduccion, esta recomendacion va dirigida a los analistas del andlisis
microbioldgico del Laboratorio de Control de Calidad que llevaran a cabo la

validacion de la metodologia.

Reevalle los tiempos de contacto de 5 segundos y 15 segundos si los
analistas de analisis microbiologico de Laboratorio de Control de Calidad del
Ministerio de Salud desean evidenciar el poder reductor de la muestra con
respecto al tiempo, sin embargo, la recomendacion es validar el método
Unicamente en un tiempo de accion del antiséptico de 30 segundos, ya que
es el criterio que la normativa de referencia NMX-BB-040-SCFI-1999

establece para comprobar efectividad antimicrobiana.

Hacer una verificacion de las caracteristicas fisicas de las muestras a evaluar,
la viscosidad es una caracteristica que pueden influir en la manipulacién y en
la obtencién de resultados confiables, por lo tanto, el analista de analisis
microbiolégico del Laboratorio de Control de calidad debera solicitar al
fabricante, de ser necesario, el certificado de analisis del proveedor donde se

encuentre descrita la dilucion a la que se puede llevar a cabo el analisis.
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ANEXOS



ANEXO N°1
Materiales y equipos, Preparacion de soluciones y Medios de cultivo.

(Fuente: Segun procedimiento interno del Laboratorio)

1.0 Materiales y Equipos.

- Guantes estériles - Cabina de Bioseguridad
- Gabacha estéril. - Gasa estéril

- Gorro - Alcohol al 70%

- Zapateras.

2.0 Solucion salina estéril al 0.9% y Agua estéril

- Balanza analitica. - Potencibmetro

- Micro espétula. - Agua purificada.

- Matraz volumétrico de 1000 - Cloruro de sodio
mL - Autoclave

2.1 Procedimiento para solucion salina:

- Pesar en balanza analitica 9 g de cloruro de sodio.

- Transferir cantidad pesada a un matraz volumétrico de 1000 mL

- Disolver en 500 mL de agua purificada, ajustar a un pH de 7,2 = 0,2,
agregar agua destilada a volumen y mezclar.

- Dispensar en recipientes y esterilizar en autoclave a 121 °C durante 15
min a 15 psi de presion.

- Dejar enfriar y almacenar a una temperatura de 2 a 8 °C

Procedimiento para agua estéril

— Medir con ayuda de una probeta 800 mL de agua destilada

— Llevarla a un frasco de 1000 mL y rotularlo debidamente



— Esterilizar en autoclave a 121 °C durante 15 minutos
— Almacenarlo en refrigeracion a una temperatura de 2 a 8 °C hasta su

posterior uso.

Preparacion de los medios de cultivo. Agar TSA y Caldo Dey-Engley

- Beaker de 500 mL. - Hot plate

- Micro espéatula estéril. - Autoclave.

- Balanza semi analitica. - Hidroxido de sodio 1N
- Agitador magnético. - Acido clorhidrico 1N

- Erlenmeyer de un litro. - Potencibmetro

Procedimiento

- Pesar cantidad de medio de cultivo adecuada que desea preparar segun
indicaciones del fabricante.

- Adicionar gramos pesados de medio en un recipiente adecuado para su
preparacion.

- Verter volumen total de agua segun cantidad que se requiere preparar.
Nota: realizar lavados con el mismo volumen de agua total para evitar
pérdidas del medio sélido.

- Realizar agitacion mecanica para facilitar la disolucién del medio.

- Medir el valor de pH antes de calentar el medio, en caso de ser necesario
ajustar afladiendo cantidad suficiente de NaOH 1 N o HCI 1 N segun el
rango de pH indicado por el fabricante.

- Realizar calentamiento para facilitar la disolucion del medio.

- Tomar una pequefia muestra de medio preparado para posterior lectura
de pH.



Llevar el medio de cultivo preparado al autoclave para esterilizar
completamente a una temperatura de 120°C por 15 min a 15 psi

Enfriar luego de esterilizar y tomar el pH de la muestra para ver si cumple
con las condiciones del medio.

Almacenar medio a temperatura de 2 a 8°C para ser usado

posteriormente en método de vertido en placa.

Preparacion de la cepa.

Pellet con el microorganismo de referencia.
Hisopo.

Placas con medio de cultivo TSA

Descarte para riesgos bioldgicos.

Incubadora.

Conservacion del microorganismo de prueba

Hisopos estériles. - Beaker de 100 mL.
Placas con agar TSA - Glicerina esteril.
Tubos con caldo CASOQOY de - Rotulador.

45mL - Crioviales.
Micropipeta. - Rack para crioviales
Puntas estériles para - Ultracongelador
micropipeta. - Vortex.

Perlas de ebullicion.

Preparacion de la Suspension Madre de los Microorganismos de Prueba.

Criovial con el - Incubadora.
microorganismo de - Tubos con caldo CASOY
referencia. - Micropipeta.

Hisopos estériles. - Puntas estériles

Placas con agar TSA. - Perlas de ebullicion.



Beaker de 100 ml estéril.
Espectrofotometro UV visible
Celdas para
espectrofotometro

Tubos con solucidon buffer
diluida

Vortex

Determinacion de la cuenta viable inicial de la suspension, estandarizada entre

3% y 5% de transmitancia.

Comprobacion de

Tubos con solucién
amortiguadora diluida con 9.9
mL.

Micropipeta.

Cajas petri.

Puntas estériles

yodopovidona 10%

Determinacién de células sobrevivientes.

Matraces de 250 mL con
tapon estériles

Bureta estéril

Pinzas de sostén.

Base para pinzas

Suspension de
microorganismos previamente
estandarizados

Muestras de clorhexidina vy

yodopovidona

Erlenmeyer con agar TSA
Cuenta colonias.

puntas estériles.

Vortex

la efectividad antimicrobiana de clorhexidina 4% vy

Micropipeta

Puntas estériles

Pipeta volumétrica de 1 mL
Suspension de
microorganismos

Tubos de ensayo

Placas estériles

Agar TSA con neutralizante
micropipeta

Puntas estériles



- Pipeta volumétrica de 1 mL - Tubos de ensayo
- Suspension de - Placas estériles

microorganismos - Agar TSA



ANEXO N°2

Etiqueta de Identificacion de Muestras

Unidad de Aseguramiento de la Calidad/ Laboratorio de Control de
Calidad del Ministerio de Salud de El Salvador.
Area de Analisis Microbioldgico.

Nombre genérico:

Cédigo de muestra:

Fecha de recepcion:

Fecha de vencimiento:

Método empleado:

Analista:

“Etiqueta de Muestra”

Figura N° 2. Etiqueta de Identificacion de Muestras.

(Fuente: Elaboracion propia)




ANEXO N°3

Proceso para reanimacion de cepas ATCC.

\""'--.
N
Adaptar a temperatura Retirar etiqueta y colocar
ambiente  sin  abrir. en placa de cultivo

Ratirar la 1inidad de Ia

Aprieta la parte inferior 4

de la unidad para que el . Lo
granulo se disuelva / <:| 1 l <:I L;)rzrar hligrlg':jac:
hasta  obtener una = P

suspensién

[ad=1g%~]

Mantener de
forma vertical
para  que el
= liauido lleaue al
\
De inmediato, sature el Inocule la placa con
hisopo abundantemente con :> cultivo principal girando
el material hidratado vy con suavidad el hisopo
transfiéralo al agar sobre un tercio de la
placa.
De inmediato, incube la placa Descarte de forma
invertida de cultivo principal <:| apropiada en
inoculada a temperatura vy desechos de riesgos

crondicinnace  anrnniadac nara ol

Figura N° 3. Proceso para reanimacion de cepas ATCC.

(Fuente: Segun procedimiento interno del Laboratorio.)



ANEXO N°4

Preparacion de suspension estandarizada.

Ambientar criovial .
y tomar con un \ |::>
hisopo estéril :

microorganismo
de prueba.

s

Sembrar en agar TSA

Incubar en a una temperatura
Tomar crecimiento y estriar otras entre 30-35°C por 24 h

tres placas con agar TSA

/

//

Y —

>

y

Incubar a 30-35°C por 24h '

Transferir 5 mL de caldo CASOY
+ perlas de ebullicién

Sy

<:| Realizar arrastre a un beaker
de 100 mL completamente
estéril (Suspensién madre
Ajustar %T entre 3%-5%; A= 580 (Susp )
Figura N° 4. Preparacion de suspension estandarizada.

(Fuente: Segun procedimiento interno del Laboratorio.)



ANEXO N°5

Verificacion de Viabilidad de Microorganismos en la Suspension
Estandarizada entre 3% y 5% de Transmitancia.

0.1 mL
1010 T 0.1 mL
108
—— 0.1 mL
Dilucién
estandarizada -
108 — 0.1 mL
9.9 mL
solucion il
buffer diluida 10 : ] 1.0mL

9.9 mL solucién
buffer diluida

10? .

9.9 mL solucion
buffer diluida

101
9.9 mL solucién buffer
diluida
ﬂ 9.0 mL solucién
buffer diluida
- 7
Verter 1.0 mL por @
duplicado 1

-
Verter 1.0 mL por
dublicado

Figura N° 5. Verificacién de Viabilidad de Microorganismos en la Suspension
Estandarizada entre 3% y 5% de Transmitancia. ((Fuente: Elaboracién propia)



ANEXO N°6

Metodologia para comprobar efectividad antimicrobiana en antisépticos.

Suspensién madre

. . Caldo neutralizante:
3% de Transmitancia

Dey-Engley
’J 1 ml
1mi
0.1 ml
0.1 ml
Agitacion ﬁ 1ml
constante /|
o 101
10-2
10-4
N = 10-6
99 ml muestra 9 mi
1 ml microorganismo 1:10 9ml
5s, 155y 30s de 1:10 9.9 ml
contacto 1:100 9.9 ml
1:100
Incubar | 10-1 1 10-2 o 10-4 -4 10-6
placas
35°C/ 24

| S S S

Realizar vertido en placa por duplicado de cada
dilucién Inocular 1.0 ml de muestra y agregar 20
ml aproximadamente de agar TSA

Figura N°6. Metodologia para comprobar efectividad antimicrobiana en antisépticos.
(Fuente: Elaboracion propia.)




ANEXO N°7

Disefio de protocolo de validacion.

PROPUESTA DE PROTOCOLO DE VALIDACION PARA

COMPROBAR LA EFECTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE X';e)f;?(x
Logo CLORHEXIDINA 4% Y YODOPOVIDONA 10%.
LABORATORIO DE CONTROL DE CALIDAD
DEL MINISTERIO DE SALUD Pagina — de -
Area de Analisis Microbiolégico
Objetivo
Alcance
Responsables
Nombre Cargo Firma
Analista
Analista
Autorizado por:
Asesor
Asesor
PARAMETROS EN ESTUDIO
Repetibilidad

Reproducibilidad




Recuperacion

Sesgo

Equipos Materiales

Medios de Cultivo

PROCEDIMIENTOS

9. Identificacion de la muestra

10. Preparacion de Soluciones




10.1. Preparacién de caldo neutralizante (Dey Engley)

10.2. Preparacion de agar tripticasa soja (TSA)

10.3. Preparacion de caldo digerido de caseinay soja (Caldo Casoy)

11. Identificacién de los microorganismos de referencia

12. Preparacién y acondicionamiento de las cepas ATCC

PROCEDIMIENTO DE VALIDACION DE EFECTIVIDAD ANTIMICROBIANA

13. Preparacion de la suspension madre y estandarizacion de los microorganismos

14. Determinacién de la cuenta viable (CV) de los microorganismos

15. Diluciéon de muestra a 1:10 de clorhexidina 4% y Yodopovidona 10%




REPETIBILIDAD

REPRODUCIBILIDAD

RECUPERACION

SESGO

FORMULAS PARA DETERMINACION DE PARAMETROS

Revisado por:

Revisado por:

Firma:

Firma:

Nombre:

Aprobacién de Protocolo de Validacion
Firma:

Nombre:

Firma:




ANEXO N°8

Disefio de informe de validacion.

PROPUESTA DE INFORME DE VALIDACION PARA
COMPROBAR LA EFECTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE
CLORHEXIDINA 4% Y YODOPOVIDONA 10%.

Fecha:
XX-XX-XX

Logo
LABORATORIO DE CONTROL DE CALIDAD
DEL MINISTERIO DE SALUD Pagina — de -
Area de Analisis Microbiolégico
Objetivo
Alcance
Responsables
Nombre Cargo Firma
Br. William Alexander Ramos Ramirez Analista
Br. Carlos Javier Juérez Lépez Analista
Autorizado por:
Lic. Edwin Elill Alvanez Umafia Asesor
Lic. Julio Cesar Henriquez Pérez Asesor

MATERIALES Y EQUIPOS

Equipos Materiales

Medios de Cultivo




EFICACIA ANTIMICROBIANA

La siguiente tabla se utilizara para documentar los resultados de cada ensayo realizado en los
diferentes parametros.

Laboratorio dfa Control de Calidad del Ministerio de Salud
Area de Analisis Microbiolégico
Determinaciéon de Eficacia Antimicrobiana

Datos

Analista:

Cédigo de muestra:
Microorganismo:
Fecha de inicio:
Fecha de finalizacion:

S (UFC) X de S (UFC) % Reduccién
N° ensayos |% T |Dilucién

5s 15s | 30s |5s 15s |30s |5s 15s |30s

Observaciones:

RESULTADOS DE PARAMETROS DE VALIDACION

1. Determinacién de la cuenta viable (CV) de los microorganismos




La siguiente tabla debe documentar los datos de transmitancia a la que se trabajo la
suspension de microorganismos y la determinacion de la cuenta viable utilizada (CV).

Laboratorio d'e Control de Calidad del Ministerio de Salud
Area de Analisis Microbiolégico
Estandarizacién de Cepas de Referencia
Datos
Analista:
Microorganismo:
Fecha de inicio:
Fecha de finalizacion:
Ensayo:
Dilucié | Recuent X de XC.V.
N° | % de Transmitancia N 0 (UFC) recuento (UFC/m
(UFC) L)

1

2

3

4

5

6
Observaciones: Suma

Promedi
0

REPETIBILIDAD




Se debe documentar los resultados obtenidos para el parametro de repetibilidad y confirmar si
cumple con el criterio de aceptacion.

Laboratorio de Control de Calidad del Ministerio de Salud
Area de Analisis Microbioldgico

Parametro de Repetibilidad

Datos
Ensayo:
Cédigo de muestra:
Microorganismo:
Fecha de inicio:
Fecha de finalizacion:

% de reduccion | . .
. . Xi-X Xi-X)N?
Analista N° ensayo | (Xi) (Xi-X) (

5s 15s |30s |5s 15s |30s |5s 15s 30s
1
2
3
4
5
6
Promedio TOTAL

Célculo del % de Reproducibilidad

%
Tiempos S1 DSR1"? Reproducibilidad | Cumple

5s
15s
30s

REPRODUCIBILIDAD




Se debe documentar los resultados obtenidos para el parametro de reproducibilidad y confirmar
si cumple con su criterio de aceptacion.

Laboratorio de Control de Calidad del Ministerio de Salud
Area de Andlisis Microbioldgico
Parametro de Reproducibilidad
Datos
Ensayo:
Cédigo de muestra:
Microorganismo:
Fecha de inicio:
Fecha de finalizacion:
Analist N° % de reduccién (Xi) (Xi-X) (Xi-X)"?
al ensayo 5s 15s 30s 5s 15s 30s 5s 15s | 30s
1
2
3
4
5
6
Promedio TOTAL
Analist N*® 5s 15s 30s | 5s | 15s | 30s | 5s | 15s | 30s
az ensayo
1
2
3
4
5
6
Promedio TOTAL
Célculo del % de Reproducibilidad
Tiempo | ) S2 | DSR:™2 |DSR."2| %R ibil
s 1 2 % Reproducibilidad Cumple
5s
15s
30s

RECUPERACION




Se debe documentar los resultados obtenidos para el parametro de recuperacion y confirmar
si cumple con su criterio de aceptacion.

Laboratorio de Control de Calidad del Ministerio de Salud

Area de Analisis Microbioldgico
Parametro de Recuperacion

Analista:

Datos

Muestra:

Cédigo de muestra:
Microorganismo:

Fecha de inicio:

Fecha de finalizacion:

Porciones de
muestra

Recuento de
recuperaciéon (UFC/mL)

Promedio de
recuento

107-6

Log del
recuento

1

Calculo del %

de Recuperacion

CV (UFC/mL)

Log de CV

X del log de
recuento

% de
Recuperacién

Cumple/ No
cumple

Criterio de aceptacion

90-110%

Observaciones

SESGO




Se debe documentar los resultados obtenidos para el pardmetro de sesgo y confirmar si cumple
con el criterio de aceptacion.

Laboratorio dp Control de Calidad del Ministerio de Salud
Area de Andlisis Microbioldgico
Parametro de Sesgo

Datos
Analista:
Muestra:
Cédigo de muestra:
Microorganismo:
Fecha de inicio:
Fecha de finalizacion:

N° de Cumple/

porcione Eiil:g;;%ge(g; XdeR [R] log [R] /R-I/' | No
S cumple

criterio Concentracion inoculada (1) Log de |

<0.3 log

Observaciones:

CALCULOS PARA DETERMINACION DE CUMPLIMIENTO DE PARAMETROS




Se debe documentar y detallar todos los calculos realizados de cada uno de los parametros en

estudio que fueron usados para poder determinar si cumplen con los criterios de aceptacion
previamente dados.

CONCLUSIONES

Las conclusiones deben detallar todos aquellos aspectos importantes que fueron considerados
para la correcta realizacién del método de analisis para comprobar la efectividad antimicrobiana
y poder cumplir con cada uno de los pardmetros de validacion

Revisado por: Firma:

Revisado por: Firma:

Aprobacién de Protocolo de Validacion
Nombre: Firma:

Nombre: Firma:




propia)

ANEXO N°9

Tabla N°25. Calculos del % de
Staphylococcus aureus ATCC6538 analista 1. (Fuente: Elaboracion

reduccion de clorhexidina

4%

frente

Laboratorio dp Control de Calidad del Ministerio de Salud
Area de Analisis Microbioldgico
Determinacion de Efectividad Antimicrobiana

Analista: Carlos Javier Juarez Lépez
Codigo de muestra: MCL42022

DATOS

Microorganismo: Staphylococcus aureus ATCC6538

N*ensayos | % T | Dilucion 5s Sl(l;;:C)SOS 55),_( = iS(:FCQOS 5:/0 Rle::CCin(])s
1 3% | 106 (et 215| 11 | 1 | 7 |45 | 95
2 3% | 10%6 (Sot—>t—0— 21 | 10 | 0 | 5 | 50 | 100
3 3% | 106 (ot—>1—0— 23 |105| 0 |-15| 48 | 100
4 3% | 106 i; = 8 20 |125| 0 | o | 38 | 100
5 3% | 106 ;g 182 >{195| 10 | 1| 3|50 | o
6 3% | 106 ig ! 8 65| 75 | 0 | 18 | 63 | 100

Observaciones:




Tabla N°26. Céalculos del

ANEXO N°10

%

de reducciéon de clorhexidina 4%

frente

Staphylococcus aureus ATCC6538 analista 2. (Fuente: Elaboracion

propia)

Laboratorio d'e Control de Calidad del Ministerio de Salud
Area de Andlisis Microbiolégico
Determinacion de Eficacia Antimicrobiana

Datos

Analista: William Alexander Ramos Ramirez
Cdbdigo de muestra: MCL42022
Microorganismo: Staphylococcus aureus ATCC6538

N”ensayos | %T | Dilucion 5s Sl(g;:C)SOs 5§ 5 TS(SL,JFC;)OS 52/0 Ri(jSUSCCié3r1)s
1 3% | 10% etst—o— 17 |11 | 0 | 15 | 45 | 100
2 3% | 1076 ig 2 1 17 | 10 |05 | 15| 50 | 98
3 3 | 10%6 52 12 > 185 | 13 (05 | 8 | 35 | 98
4 3% | 10 (oo 8 195 9 | 0o | 3| 55 | 100
5 3% | 106 fooiO 1235 | 10 |05 |17 | 50 | 98
6 3% | 106 ig = 8 195 |85| 0 | 3 | 58 | 100

Observaciones:




ANEXO N°11

Tabla N°27. Célculos del % de reduccion de clorhexidina 4% frente Escherichia
coli ATCC11229 por analista 1. (Fuente: Elaboracion propia)

Laboratorio de Control de Calidad del Ministerio de Salud
Area de Andlisis Microbiol6gico
Determinacion de Eficacia Antimicrobiana
DATOS

Analista: Carlos Javier Jurez Lopez
Codigo de muestra: MCL42022
Microorganismo: Escherichia coli ATCC11229

o S (UFC) X de S (UFC) % Reduccion
N° ensayos | % T | Dilucion
5s | 15s | 30s 5s 15s | 30s | 5s | 15s | 30s
13| 0 0
1 3% 10=1 105 | O 0 100 | 100 | 100
8 0 0
34| 1 0
2 3% 10 =1 30 | 05 0 100 | 100 | 100
26| 0 0
18| 0 0
3 3% 10 =1 215| 0 0 100 | 100 | 100
25| 0 0
58| 2 0
4 3% 10 =1 49.5 1 0 100 | 100 | 100
41| 0 0
8 0 0
5 3% 10 =1 8.5 0 0 100 | 100 | 100
9 0 0
15| 0 0
6 3% 10~1 16 0 0 100 | 100 | 100
17| O 0

Observaciones:




ANEXO N°12

Tabla N°28. Célculos del % de reduccion de clorhexidina 4% frente Escherichia
coli ATCC11229 por analista 2. (Fuente: Elaboracion propia)

Laboratorio de Control de Calidad del Ministerio de Salud
Area de Andlisis Microbiol6gico
Determinacion de Eficacia Antimicrobiana
DATOS
Analista: William Alexander Ramos Ramirez
Codigo de muestra: MCL42022
Microorganismo: Escherichia coli ATCC11229

S (UFC) X de S (UFC) % Reduccion
N° ensayos | % T | Dilucién
5s | 15s | 30s 5s 15s | 30s | 5s | 15s | 30s
13| O 0
1 3% 10 =1 35.5 0 05 |29 | 100 99
58| O 1
11| 0 0
2 3% 10 =1 85 | 05 0 83| 99 100
6 1 0
1 0 1
3 3% 10~1 0.5 0 0.5 | 99 | 100 99
0 0 0
2 0 0
4 3% 10 =1 15 0 0 97 | 100 | 100
1 0 0
13| 0 0
5 3% 10~1 16 0 0 68 | 100 | 100
19| O 0
21| O 0
6 3% 10~1 16.5 0 0 67 | 100 | 100
12| 0 0

Observaciones:




ANEXO N°13

Tabla N°29. Calculos del % de repetibilidad de clorhexidina 4% frente
Staphylococcus aureus ATCC6538 por analista 1. (Fuente:
Elaboracion propia)

Laboratorio de Control de Calidad del Ministerio de Salud
Area de Andlisis Microbiolégico
Parametro de Repetibilidad
DATOS
Analista: Carlos Javier Juarez Lopez
Codigo de muestra: MCL42022
Microorganismo: Staphylococcus aureus ATCC6538
_ % de reduccidn (Xi) (Xi-X) (Xi-X)"?
Analista | N° ensayo
5s | 15s 30s 5s | 15s 30s 5s 15s 30s
1 -7 | 45 95 -6 | -4 |-3.33333| 36 16 11.1
2 -5 | 50 100 -4 | 1 | 1.66667 16 1 2.78
3 -15 | 48 100 -14 | -1 | 1.66667 | 196 1 2.78
Carlos 4 0 | 38 100 1 |-11 | 1.66667 1 121 | 2.78
5 3 | 50 95 4 1 |-3.33333| 16 1 11.1
6 18 | 63 100 19 | 14 | 1.66667 | 361 | 196 | 2.78
Promedio | -1 | 49 | 98.333333 TOTAL 626 | 336 | 33.3
Célculo del % de Repetibilidad
Tiempos S1 DSR 1"? % Repetibilidad Cumple/ No cumple
5s 11.1892806 125.2 904.4187821 No cumple
15s 8.19756061 0.027988338 13.52246808 No cumple
30s 2.5819889 0.000689457 2.122369606 Cumple




ANEXO N°14

Tabla N°30. Célculos del % de repetibilidad de clorhexidina 4% frente Escherichia
coli ATCC11229 por analista 2. (Fuente: Elaboracion propia)

Laboratorio de Control de Calidad del Ministerio de Salud
Area de Analisis Microbiolégico
Parametro de Repetibilidad
DATOS
Analista: William Alexander Ramos Ramirez
Cdbdigo de muestra: MCL42022
Microorganismo: Escherichia coli ATCC11229
Analist Ne° % de reduccién (Xi) (Xi-X) (Xi-x)n2
a ensayo 5s 15s 30s 5s 15s 5s 15s | 30s | 30s
- 0.16 . 201 | 0.02 | 0.4
1 29 100 99 44833| 7 0.6;366 0 8 4
9.1666 | - 0.3333 0.69 | 0.1
2 83 99 100 7 0.83 3 84 4 1
3 99 100 99 25.166 | 0.16 06666 | 633 0.02 |04
7 7 7 8 4
William
23.166 | 0.16 | 0.3333 0.02 0.1
4 97 100 100 - - 3 537 5 1
- 0.16 | 0.3333 0.02 0.1
5 68 100 100 58333 | 7 3 34 5 1
- 0.16 | 0.3333 0.02 0.1
6 67 100 100 6.8333 | 7 3 46.7 5 1
.| 73.833 | 99.8333 | 99.66666 33408313
Promedio 3 3 7 TOTAL 5 3 3
Célculo del % de Repetibilidad
Tiempo | o DSR 172 % Repetibilidad Cumple/
s No cumple
55 | 22094399 0.12271553 28.31503949 No cumple
155 | 04092482 1.67224E-05 0.330534055 CUMPLE
30s | 5103977 2 68453E-05 0.41879534 CUMPLE




ANEXO N°15

Tabla N°31. Caélculo del % de reproducibilidad de clorhexidina 4% frente
Staphylococcus aureus ATCC 6538. (Fuente: Elaboracion propia)

Laboratorio de Control de Calidad del Ministerio de Salud
Area de Andlisis Microbioldgico
Parametro de Reproducibilidad
DATOS
Ensayo: Comprobacién de efectividad Antimicrobiana de Clorhexidina 4%
Cdbdigo de muestra: MCL42022
Criterio de aceptacion: R < 3%
Codigo de muestra: MCL42022
Microorganismo: Staphylococcus aureus ATCC 6538
Analistas:
Carlos Javier Juarez Lopez
William Alexander Ramos Ramirez
. N° % de reduccién (Xi) (Xi-X (Xi-X)"?
Analista
ensayo 5s 15s 30s 5s 15s 30s 5s | 15s | 30s
- 11.
1 -7 45 95 -6 -4 33333 36 16 1
2 -5 50 100 -4 1 1.6666 | 16 1 Zg
3 -15 48 100 -14 -1 | 1.6666 | 196 1 2é7
Carlos 4 0 38 100 1 | 11 [16666| 1 | 121 | %]
Juarez 8
- 11.
5 3 50 95 4 1 33333 16 1 1
6 18 63 100 | 19 | 14 | 16666361 196 | %'
Promedio | -1 49 | 98.3333 TOTAL 626 | 336 | >
Analista N 5s 15s 30s 5s | 15s 30s 5s | 15s | 30s
ensayo
14.6
1 15 45 100 10.5 | -3.83 1 110 9 1
2 15 50 o8 |105| 1% 1 |u0|t¥F |1
3 8 35 o8 |35 |138| 1 |2 |BL1a
William 6.16 2.2 | 38.0
RAMOS 4 3 55 100 -15 7 1 5 3 1
- 1.16 1.36
5 -17 50 98 215 7 -1 462 1 1
9.16 2.2 | 84.0
6 3 58 100 -15 7 1 5 3 1
. 330.
Promedio 4.5 48.8333 99 TOTAL 700 8 6




Célculo del % de Reproducibilidad

Tiempo

%

n2 n2
" s1 S2 |DSR17| DSR2? | oo oo Cumple
ss | 111893 | Y1977 | 1252 | 6.9086 929.0370252 No cumple
8.1342
155 | 819756 | 3% | 0.02798 | 0.0277 19.08228419 No cumple
305 | 2581988 | 10954 [ 0.00068 | 0.00012Z | 5 303179057 Cumple




ANEXO N°16

Tabla N°32. Calculo del % de reproducibilidad de clorhexidina 4% frente
Escherichia coli ATCC11229. (Fuente: Elaboracién propia)

Laboratorio dp Control de Calidad del Ministerio de Salud
Area de Andlisis Microbioldgico
Parametro de Reproducibilidad
Datos
Ensayo: Comprobacién de efectividad Antimicrobiana de Clorhexidina 4%
Parametro de estudio: Reproducibilidad
Codigo de muestra: MCL42022
Criterio de aceptacion: R « 3%
Microorganismo: Escherichia coli ATCC11229
Analista 1: Carlos Javier Juérez Lopez
Analista 2: William Alexander Ramos Ramirez
Analist N° % de reduccion (Xi) (Xi-X) (Xi-X)"?
a ensayo 5s 15s 30s 5s 15s 30s 5s 15s | 30s
1 100 | 100 100 2'8533 0 o [803]| o | o
2 100 | 100 100 2'8533 0 o [803] o | o
3 100 | 100 100 2'8533 0 o [803] o | o
Carlos 4 100 | 100 100 |28333) o [803] o | o
Juarez 3
5 83 100 100 14.167 0 0 201 0 0
6 100 100 100 2'8?? 33 0 0 8.03 0 0
Promedio 97'7166 100 100 TOTAL 241 0 0
Analist N® 5s 15s 30s 55 |15s | 30s | 5s | 15s | 30s
a ensayo
1 29 100 99 - 0.16 0 6%566 2010|0.028 | 0.44
44.833 7 ' 7 ' '
9.1666 | - 0.3333
2 83 99 100 - 0.83 3 84 |0.694|0.11
W:::'a 3 99 | 100 99 25'7166 0'716 0.6666 | 633 | 0.028 | 0.44
7
Ramos
4 97 | 100 100 23'7166 0'716 0'33333 537 0.028|0.11
- 0.16 | 0.3333
5 68 100 100 5.8333 7 3 34 [0.028|0.11
- 0.16 | 0.3333
6 67 100 100 6.8333 7 3 46.7 [ 0.028 | 0.11




Promedio 73'§33 99'83333 99'2;366 TOTAL 3345|0833 | 1.33
Célculo del % de Reproducibilidad
Tiemp s1 s2 | PSR | psr2'2 | % Reproducibilidad | CUMPIe/No
0 1 cumple
6.940220 | 25.864 | 0.00510 | 0.12271
55 o : ) Z 28.89761829 NO CUMPLE
15s 0 0'45?82 0 1'60752'5' 0.330534055 CUMPLE
30s 0 0.5164 0'0%000 2'6(?55'5' 0.41879534 CUMPLE




ANEXO N°17

Tabla N°33. Calculo del % de recuperacibn de Staphylococcus aureus
ATCC6538 bajo condiciones de prueba de clorhexidina 4% inactiva
por analistal. (Fuente: Elaboracion propia)

Laboratorio de Control de Calidad del Ministerio de Salud
Area de Andlisis Microbioldgico
Parametro de Recuperacién
DATOS
Analista: Carlos Javier Juérez Lopez
Muestra: Clorhexidina 4%
Codigo de muestra: MCL42022
Microorganismo: Staphylococcus aureus ATCC6538
Porciones de Recuento de Promedio de 10" rléggeﬁi)
muestra recuperacion (UFC) recuento (UFC/mL)
30
1 Y 27 2.7E+07 7.431363764
18
2 57 22.5 2.3E+07 7.352182518
28
3 6 27 2.7E+07 7.431363764
28
4 o1 245 2.5E+07 7.389166084
17
5 23 20 2.0E+07 7.301029996
27
6 35 31 3.1E+07 7.491361694
Célculo del % de Recuperacién
Xdel log de % de Cumple/ No
CV (UFC/mL) Log de CV g recuperacié b
recuento n cumple
2.0E+07 7.30103 7.3994113 101.347499
Criterio de aceptacion 90-110% CUMPLE
Observaciones




ANEXO N°18
Tabla N°34. Célculo del % de recuperacion de Escherichia coli ATCC11229 en
presencia de clorhexidina 4% inactiva por analista 1. (Fuente:

Elaboracion propia)

Laboratorio de Control de Calidad del Ministerio de Salud
Area de Analisis Microbioldgico
Pardmetro de Recuperaciéon
Analista: Carlos Javier Juérez Lopez
Muestra: Clorhexidina 4%
Cdbdigo de muestra: MCL42022
Microorganismo: Escherichia coli ATCC 11229

Porciones de Recuento de Promedio de Log del
- 10n-6
muestra recuperacion (UFC) recuento recuento
32
1 o8 30 3.0E+07 7.477121255
44
2 37 40.5 4.1E+07 7.607455023
36
3 29 32.5 3.3E+07 7.511883361
36
4 3 34.5 3.5E+07 7.537819095
42
5 38 40 4.0E+07 7.602059991
36
6 6 31 3.1E+07 7.491361694
Célculo del % de Recuperacion
% de
CV (UFC/mL) Log de CV Kriil I:r?tge recuperacié | Cumple/ No
u n cumple
5.0E+07 7.69897 7.53795007 97.9085523 CUMPLE
Criterio de aceptacién 90-110%

Observaciones




ANEXO N°19

Tabla N°35. Calculo del % de recuperacibn de Staphylococcus aureus
ATCC6538 bajo condiciones de prueba de clorhexidina 4%

inactiva analista 2. (Fuente: Elaboracion propia)

Laboratorio de Control de Calidad del Ministerio de Salud
Area de Analisis Microbiolégico
Pardmetro de Recuperaciéon
Datos
Analista: William Alexander Ramos Ramirez.
Muestra: Clorhexidina 4%
Cdédigo de muestra: MCL42022
Microorganismo: Staphylococcus aureus ATCC6538
Porciones de Recuento de Promedio de g Log del
L2 10 recuento
muestra recuperacion (UFC/mL) recuento
15
1 15 15 1.5E+07 7.176091259
14
2 4 19 1.9E+07 7.278753601
17
3 1 19 1.9E+07 7.278753601
19
4 1 20 2.0E+07 7.301029996
10
5 6 18 1.8E+07 7.255272505
17
6 10 135 1.4E+07 7.130333768
Célculo del % de Recuperacion
- % de
CV (UFC/mL) Log de CV X del log de recuperacio Cumple/ No
recuento n cumple
2.0E+07 7.30103 7.23670579 99.1189708
o . CUMPLE
Criterio de aceptacién 90-110%
Observaciones




ANEXO N°20

Tabla N°36. Célculo del % de recuperacion de Escherichia coli ATCC11229 en
presencia de clorhexidina 4% inactiva por analista 2. (Fuente:
Elaboracién propia)

Laboratorio de Control de Calidad del Ministerio de Salud
Area de Analisis Microbioldgico
Parametro de Recuperacion
Analista: William Alexander Ramos Ramirez.
Muestra: Clorhexidina 4%
Codigo de muestra: MCL42022
Microorganismo: Escherichia coli ATCC 11229
Porciones de Recuento de Promedio de Log del
L2 10n-6 recuento
muestra recuperacion (UFC/mL) recuento
39
1 38 38.5 3.9E+07 7.58546073
44
2 6 40 4.0E+07 7.602059991
39
3 = 48 4.8E+07 7.681241237
49
4 20 44.5 4.5E+07 7.648360011
46
5 42 44 4.4E+07 7.643452676
49
6 20 44.5 4.5E+07 7.648360011
Célculo del % de Recuperacion
% de
CV (UFC/mL) Log de CV X del log de recuperacio Cumple/No
recuento n cumple
5.0E+07 7.69897 7.63482244 99.1668033
. — CUMPLE
Criterio de aceptacién 90-110%
Observaciones




ANEXO N°21
Tabla N°37. Célculos del % de reduccion de yodopovidona 10% frente
Staphylococcus aureus ATCC6538 analista 1. (Fuente:

Elaboracion propia)

Laboratorio de Control de Calidad del Ministerio de Salud
Area de Andlisis Microbiolégico
Determinacién de Eficacia Antimicrobiana
Datos
Analista: Carlos Javier Juarez Lépez.
Codigo de muestra: MCY102022
Microorganismo: Staphylococcus aureus ATCC6538
o S (UFC) X de S (UFC) % Reduccion
N° ensayos | % T | Dilucién
5s 15s | 30s 5s 15s | 30s | 5s | 15s | 30s
DNPC | 762 | O
1 3% 10 =2 DNPC | 840 0 - | 100 | 100
DNPC [ 918 | O
DNPC | 42 0
2 3% 10 =2 DNPC | 33 0 - | 100 | 100
DNPC | 24 0
DNPC 0
3 3% 10 =2 DNPC 0 0 - | 100 | 100
DNPC 0
DNPC | 50 0
4 3% 10 =2 DNPC | 455 | O - | 100 | 100
DNPC | 41 0
DNPC | 1 0
5 3% 10 =2 DNPC | 3.5 0 - | 100 | 100
DNPC 6 0
DNPC 0 0
6 3% 10 -2 DNPC 0 0 - | 100 | 100
DNPC | O 0
Observaciones




ANEXO N°22

Tabla N°38. Célculos del % de reduccion de yodopovidona 10% frente
Staphylococcus aureus ATCC6538 analista 2. (Fuente:
Elaboracion propia)

Laboratorio de Control de Calidad del Ministerio de Salud
Area de Analisis Microbioldgico
Determinacion de Eficacia Antimicrobiana
DATOS
Analista: William Alexander Ramos Ramirez
Codigo de muestra: MY102022
Microorganismo: Staphylococcus aureus ATCC6538

S (UFC) X de S (UFC) % Reduccion
N° ensayos | % T | Dilucion
5s 15s | 30s 5s 15s | 30s | 5s | 15s | 30s
DNPC | O 0
1 3% 10 =2 DNPC 0 0 - | 100 | 100
DNPC | O 0
DNPC | 249 | O
2 3% 10 =2 DNPC | 228 0 - | 100 | 100
DNPC | 207 | O
DNPC | 29 0
3 3% 10 =2 DNPC | 32 0 - | 100 | 100
DNPC | 35 0
DNPC | 57 0
4 3% 10 =2 DNPC | 535 | O - | 100 | 100
DNPC | 50 0
DNPC 0 0
5 3% 10 =2 DNPC 0 0 - | 100 | 100
DNPC | O 0
DNPC | O 0
6 3% 10 =2 DNPC 0 0 - | 100 | 100
DNPC 0 0

Observaciones:




ANEXO N°23

Tabla N°39. Célculos del % de reduccion de yodopovidona 10% frente
Escherichia coli ATCC11229 analista 1. (Fuente: Elaboracion

propia)

Laboratorio de Control de Calidad del Ministerio de Salud
Area de Analisis Microbioldgico
Determinacion de Eficacia Antimicrobiana
DATOS

Analista: Carlos Javier Juarez Lépez
Codigo de muestra: MY102022
Microorganismo: Escherichia coli ATCC11229

o S (UFC) X de S (UFC) % Reduccion
N° ensayos | % T | Dilucién
5s | 15s | 30s 5s 15s | 30s | 5s | 15s | 30s
48 | 35 0
1 3% 10 -6 505|335 |05 | -1 33 99
53| 32 1
34| 17 0
2 3% 10 -6 30 14 05 (40| 72 99
26 | 11 1
17 0
3 3% 10 -6 135 4 05 | 73| 92 99
10 1
42 | 13 0
4 3% 10 -6 39.5 | 135 0 |21 73 100
37 | 14 0
33| 11 0
5 3% 10 -6 33 9 0 | 34| 82 100
33 0
15 0
6 3% 10 -6 16 0 0 | 68| 100 | 100
17 0

Observaciones:




ANEXO N°24

Tabla N°40. Célculos del % de reduccion de yodopovidona 10% frente
Escherichia coli ATCC11229 analista 2. (Fuente: Elaboracion

propia)
Laboratorio de Control de Calidad del Ministerio de Salud
Area de Analisis Microbioldgico
Determinacion de Eficacia Antimicrobiana
DATOS
Analista: William Alexander Ramos Ramirez
Cdbdigo de muestra: MY102022
Microorganismo: Escherichia coli ATCC11229
L S (UFC) X de S (UFC) % Reduccion
N° ensayos %T Dilucién
5s 15s | 30s | 5s 15s | 30s | 55 | 15s | 30s
R 63 19 0
1 3% 10 -6 61 20 |05 |-22| 60 99
59 21 1
R 23 17 3
2 3% 107 -6 205 | 16 | 15|59 | 68 97
18 15| 0
R 17 15 | 2
3 3% 10 -6 185 (105 | 1 [ 63| 79 98
20 6 0
R 34 0 0
4 3% 10 -6 375 0 0 | 25 | 100 | 100
41 0 0
R 13 0 0
5 3% 10 -6 16 0 0 | 68 | 100 | 100
19 0 0
21 0 0
6 3% 10 -6 16.5 0 0 | 67 | 100 | 100
12 0 0
Observaciones:




ANEXO N°25

Tabla N°41. Calculos del % de repetibilidad de yodopovidona 10% frente
Staphylococcus aureus ATCC6538 analista 2. (Fuente: Elaboracion

propia)
Laboratorio de Control de Calidad del Ministerio de Salud
Area de Analisis Microbioldgico
Parametro de Repetibilidad
DATOS
Analista 2: William Alexander Ramos Ramirez
Cdédigo de muestra: MCY102022
Microorganismo: Staphylococcus aureus ATCC6538
] % de reduccion (Xi) (Xi-X) (Xi-x)n2
Analista | N° ensayo
5s 15s 30s 5s 15s 30s 5s 15s 30s
1 - 100 100 - 0 0 - 0 0
2 - 100 100 - 0 0 - 0 0
3 - 100 100 - 0 0 - 0 0
William 4 - 100 100 - 0 0 - 0 0
5 - 100 100 - 0 0 - 0 0
6 - 100 100 - 0 0 - 0 0
Promedio - 100 100 TOTAL - 0 0
Célculo del % de Reproducibilidad
Tiempos S1 DSR 1"? % Reproducibilidad | Cumple/ No cumple
5s - - - -
15s 0 0 0 CUMPLE
30s 0 0 0 CUMPLE




ANEXO N°26

Tabla N°42. Calculos del % de repetibilidad de yodopovidona 10% frente
Escherichia coli ATCC11229 analista 1(Fuente: Elaboracion

propia).
Laboratorio de Control de Calidad del Ministerio de Salud
Area de Analisis Microbiolégico
Parametro de Repetibilidad
DATOS
Analista: Carlos Javier Juarez Lopez
Cdbdigo de muestra: MY102022
Microorganismo: Escherichia coli ATCC11229
Analist . % de reduccién (Xi) (Xi-X) (Xi-X)n2
N° ensayo
a 5s 15s 30s 5s 15s |30s| 5s 15s | 30s
1 -1 33 99 | -40.167 | -42.3 |-0.5| 1613 | 1792 | 0.25
2 40 72 99 |0.83333|-3.33|-0.5| 0.69 | 11.11 | 0.25
3 73 92 99 |33.8333|16.67|-0.5| 1145 | 277.8 | 0.25
Carlos 4 21 73 100 | -18.167 | -2.33 | 0.5 | 330 | 5.444 | 0.25
5 34 82 100 | -5.1667 |6.667 | 0.5 | 26.7 | 44.44 | 0.25
6 68 100 100 | 28.8333|24.67 | 0.5 | 831 | 608.4 | 0.25
Promedio |39.1667 | 75.33333 |99.5 TOTAL 3947 | 2739 | 1.5
Célculo del % de Reproducibilidad
Tiempo N % Cumple/ No
S St DSR 172 Reproducibilidad cumple
5s 28.0956699 0.514571299 57.98159899 No cumple
15s 23.4065518 0.096538492 25.11410252 No cumple
30s | 0.54772256 3.03023E-05 0.44494359 CUMPLE




ANEXO N°27

Tabla N°43. Calculos del % de reproducibilidad de yodopovidona 10% frente
Staphylococcus aureus ATTCC 6538. (Fuente: Elaboracion propia)

Laboratorio de Control de Calidad del Ministerio de Salud
Area de Andlisis Microbioldgico
Parametro de Reproducibilidad
DATOS
Ensayo: Comprobacién de efectividad Antimicrobiana de yodopovidona 10%
Parametro de estudio: Reproducibilidad
Nombre genérico de muestra: Yodopovidona 10%
Codigo de muestra: MY102022
Criterio de aceptacion: R « 3%
Microorganismo: Staphylococcus aureus ATTCC6538
Analista 1: Carlos Javier Juérez Lopez
Analista 2: William Alexander Ramos Ramirez
. % de reduccion (Xi) (Xi-X) (Xi-X)"2
Analista | N° ensayo
5s 15s 30s 5s 15s 30s 5s | 15s | 30s
1 - 100 100 - 0 0 - 0 0
2 - 100 100 - 0 0 - 0 0
3 - 100 100 - 0 0 - 0 0
Carlos 4 - 100 100 - 0 0 - 0 0
5 - 100 100 - 0 0 - 0 0
6 - 100 100 - 0 0 - 0 0
Promedio | - 100 100 TOTAL - 0 0
Analista | N° ensayo | 5s 15s 30s 5s 15s 30s 5s | 15s | 30s
1 - 100 100 - 0 0 - 0 0
2 - 100 100 - 0 0 - 0 0
3 - 100 100 - 0 0 - 0 0
William 4 - 100 100 - 0 0 - 0 0
5 - 100 100 - 0 0 - 0 0
6 - 100 100 - 0 0 - 0 0
Promedio | - 100 100 TOTAL - 0 0
Célculo del % de Reproducibilidad
Tiempos S1  |s2| DSR172 | DSR 272 | % Reproducibilidad | CUMPIe/No
cumple
5s - - - - - -
15s 0 0 0 0 0 Cumple
30s 0 0 | 0.000000 0 0 Cumple




ANEXO N°28

Tabla N°44. Calculos del % de reproducibilidad de yodopovidona 10% frente
Escherichia coli ATCC11229. (Fuente: Elaboracion propia)

Laboratorio de Control de Calidad del Ministerio de Salud
Area de Andlisis Microbioldgico
Parametro de Reproducibilidad
DATOS
Ensayo: Comprobacion de efectividad Antimicrobiana de yodopovidona 10%
Parametro de estudio: Reproducibilidad
Nombre genérico de muestra: Yodopovidona 10%
Codigo de muestra: MY102022
Criterio de aceptacion: R « 3%
Microorganismo: Escherichia coli ATCC11229
Analista 1: Carlos Javier Juérez Lopez
Analista 2: William Alexander Ramos Ramirez
0 — - = =
Analist \© ensave Y% de reduccion (Xi) (Xi-X) - Xi-X)
a y 5s 15s 30s 5s 15s S 5s | 15s | 30s
- | 161 0.2
1 -1 33 99 -40.167 | -42.3 05| 3 1792 5
0.8333 - 11.1 | 0.2
2 40 72 99 3 -3.33 05 0.69 1 5
33.833 | 16.6 | - | 114 | 277. | 0.2
3 73 92 99 3 7 05| 5 8 5
Carlos 4 21 73 100 -18.167 | -2.33 | 0.5 | 330 5'24 052
5 34 82 100 -5.1667 6'766 0.526.7 42'4 052
28.833 | 24.6 608. | 0.2
6 68 100 100 3 7 0.5 | 831 4 5
Promedio 39'7166 75'33333 99.5 TOTAL 334 2739 | 15
Anghst N° ensayo 5s 15s 30s 5s 15s 350 5s | 15s | 30s
1 22 60 09 |-65333|-245| 0 | “2°| %% | 0
2 59 68 o7 |10 65| 2 | 245 | 277 | 4
3 63 79 o8 | 19090 55| 1387|307 1
- 240.
William 4 25 100 100 -18.333| 155 | 1 | 336 3 1
5 68 100 100 |99 55| 1 |e0s | %0 1
6 67 100 100 23';5 66 155 | 1 | 560 Zz;O. 1
Promedio 43'?? 33 84.5 99 TOTAL 620 1624 | 8




Célculo del % de Reproducibilidad

. N . % Cumple/
2 2
Tiempo S1 S2 | DSR1°| DSR2 Reproducibilidad No cumple
5s 28-025669 35.792 0'511457 0'685224 88.42549513 NO CUMPLE
. 23.4%6551 18.219 0.0%653 0.0465474 3046011907 NO CUMPLE
200 0.5427225 1.2;349 0.0%003 0.00;)163 1 124514399 CUMPLE




ANEXO N°29

Tabla N°45.Calculo del % de recuperacion de Staphylococcus aureus ATCC6538
en presencia de yodopovidona 10% inactiva por analista 1. (Fuente:
Elaboracién propia)

Laboratorio de Control de Calidad del Ministerio de Salud
Area de Andlisis Microbiolégico
Parametro de Recuperacion
Analista: Carlos Javier Juarez Lépez
Muestra: Clorhexidina 4%
Coédigo de muestra: MY102022
Microorganismo: Staphylococcus aureus ATCC6538
Porciones de Recuento de Promedio nG Log del recuento
- 10
muestra recuperacién (UFC) | de recuento
1 i; 20.5 2.1E+07 7.311753861
15
2 19 17 1.7E+07 7.230448921
20
3 16 18 1.8E+07 7.255272505
21
4 20 20.5 2.1E+07 7.311753861
23
5 18 20.5 2.1E+07 7.311753861
26
6 19 22.5 2.3E+07 7.352182518
Célculo del % de Recuperacion
Xdel log de %de Cumple/ No
CV (UFC/mL) Log de CV recuperaci
recuento on cumple
7.29552758 | 99.9246351
2.0E+07 7.301029996
8 9 CUMPLE
Criterio de aceptacién 90-110%
Observaciones




ANEXO N°30

Tabla N°46. Calculo del % de recuperacion de Escherichia coli ATCC 11229 en
presencia de yodopovidona 10% inactiva por analista 1. (Fuente:
Elaboracién propia)

Laboratorio de Control de Calidad del Ministerio de Salud
Area de Analisis Microbiolégico
Pardmetro de Recuperacion
Analista: Carlos Javier Juarez Lépez
Muestra: Yodopovidona 10%
Cdédigo de muestra: MY102022
Microorganismo: Escherichia coli ATCC 11229

Porciones de Recuento de Promedio de Log del
- 10n-6
muestra recuperacion (UFC) recuento recuento
44
1 42 43 4.3E+07 7.633468456
46
2 31 38.5 3.9E+07 7.58546073
39
3 a4 41.5 4.2E+07 7.618048097
48
4 35 41.5 4.2E+07 7.618048097
31
5 20 35.5 3.6E+07 7.550228353
46
6 a4 45 4.5E+07 7.653212514
Célculo del % de Recuperacion
Xdel log de %de Cumple/ No
CV (UFC/mL) Log de CV recuperacié
recuento n cumple
5.0E+07 7.698970004 7.609744374 | 98.84107056
o - CUMPLE
Criterio de aceptacién 90-110%

Observaciones




ANEXO N°31

Tabla N°47.Calculo del % de recuperacion de Staphylococcus aureus ATCC6538
en presencia de yodopovidona 10% inactiva por analista 2. (Fuente:
Elaboracién propia)

Laboratorio de Control de Calidad del Ministerio de Salud
Area de Andlisis Microbiolégico
Parametro de Recuperacion

Datos
Analista: William Alexander Ramos Ramirez.
Muestra: Clorhexidina 4%
Coédigo de muestra: MY102022
Microorganismo: Staphylococcus aureus ATCC6538

Porciones de Recuento de Promedio de Loga del
- 10n-6
muestra recuperaciéon (UFC) recuento recuento
15
1 2 18.5 1.9E+07 7.267171728
14
2 3 13.5 1.4E+07 7.130333768
18
3 17 17.5 1.8E+07 7.243038049
15
4 19 17 1.7E+07 7.230448921
17
5 1 19 1.9E+07 7.278753601
11
6 1= 13 1.3E+07 7.113943352
Célculo del % de Recuperacion
- % de
CV (UFC/mL) Log de CV Xdel log de recuperacié Cumple/No
recuento n cumple
2.0E+07 7.301029996 7.210614903 | 98.76161182
o _, CUMPLE
Criterio de aceptacion 90-110%

Observaciones:




ANEXO N°32

Tabla N°48. Calculo del % de recuperacion de Escherichia coli ATCC 11229 en
presencia de yodopovidona 10% inactiva por analista 2. (Fuente:
Elaboracién propia)

Laboratorio de Control de Calidad del Ministerio de Salud
Area de Andlisis Microbiolégico
Parametro de Recuperacion
Analista: William Alexander Ramos Ramirez.
Muestra: Yodopovidona 10%
Coédigo de muestra: MY102022
Microorganismo: Escherichia coli ATCC 11229
Porciones de Recuento de Promedio de Log del
- 10n-6
muestra recuperaciéon (UFC) recuento recuento
41
1 47 44 4.4E+07 7.643452676
45
2 41 4.1E+07 7.612783857
37
45
3 12 44.5 4.5E+07 7.648360011
43
4 e 44.5 4.5E+07 7.648360011
47
5 45 4.5E+07 7.653212514
43
39
6 a1 40 4.0E+07 7.602059991
Célculo del % de Recuperacion
- % de
CV (UFC/mL) Log de CV Xdel log de recuperacié Cumple/No
recuento n cumple
5.0E+07 7.698970004 7.634704843 | 99.16527586
o - CUMPLE
Criterio de aceptacion 90-110%
Observaciones




ANEXO N°33
Normativa Mexicana NMX-BB-040-SCFI-1999

SECRETARIA DE
COMERCID ¥
FOMENTO INDUSTRIAL

OGN

METODOS GENERALES DE ANALISIS - DETERMINACION DE LA
ACTIVIDAD ANTIMICROEBIANA EN PRODUCTOS
GERMICIDAS

GENERAL METHODS FOR ANALYSIS - ANTIMICROBIAL
ACTIVITY DETERMINATION TO GERMICIDAL
PRODUCTS

1 OBJETIVO ¥ CAMPO DE APLICACION

1.1 Objetivo

Esta norma mexicana establece =l método de prueba para determinar la actividad
antimicrobiana.

1.2 Campo de aplicacion

Esta norma mexicana es aplicable a los productos germicidas, siempre y cuando la noma
especifica del producto asi lo indique.



HMX-BB-040-SCFI-1993
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SECRETARIA DE
COMERCIKD ¥
FOMENTO INDUSTRIAL

DG

a APARATOS

- Espectrofotometro de luz visible v
- El usual de laboratorio de microbiclogia.

MNOTA- El migterial de vidrio wtlizads debe ser vidno borosilicato de bajo coeficiente de
expansion termica, &l que enire en cortacts con la muestra, debe ser estéil,

3 PREPARACION ¥ ACONDICIONAMIENTO DE LA MUESTRA
8.1 Conservacion de los microonganismes de prueba

Conservar las cepas de microorganismos resembrandolss semanalments en tubos con
medio de cultivo indinado (T mL de agar nutritivo), de 18 mm x 125 mm, incubados de 20h a
24 h & una temperatura de 308 K a 310 K (35°C a 37°C) y manienercs posterormente en

8.2 Preparacion de la suspension de los microorganismos de prusks

Antes de realizar la prueba, efectuar dos resiembras de cads uno de los micfroorganismos
de prusbs e imcubar de 20 h & 24 h 5 una tempersturs de 308 K & 310 K (35°C 8 37°C).

A pariir de estos culivos, resembrar cada uno de los microorganismos de preeba, en tubos
de 22 mm x 175 mm que contengan cada une 12 ml de agar nutritivo inclinsdoe e incubar en
las condiciones senaladas.

Remaowver el crecimiento de cada tubo, con 3 miL de solucion salina, transferr el sobrenadante
a un tubo de ensayo estérnil y continuar diluyendo con ks misma solucidn hasta obtener una
suspension que leida s una longitud de onda de 580 nm, dé una lectura enire 3 % ¥ 5 % de
transmitancia.

Determinar en la suspension el mimero de UFC / mL ¥ precisar el por ciento de trasmitancia
de una suspension que contenga de 75 a 125 X 10 ° UFC F miL. Lo anterior se verifica de
acuerds a lo indicsdo en la norma oficial mexicana MOM-082-5541 (ver 2 Referencias) y
considerar estos valores para analisis futuros.

9.3 Determinacian de la cuenta visble inicial

A un matraz Edenmeyer que contenga 28 miL de la solucion amortigusdora de fosfatos
diluida estéril, transferr 1 mlL de la suspensicn de los microorganismos de prueba y efectuar
las diluciones decimales necesarias para obtener placas que contengan cada una entre 25 y
250 colonias.



HMX-BE-040-5CF1-1393
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SECRETARLE DE
COMERCIOY
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Colocar en 5depemasmhpwduﬂcadn1 mL de cada dilucion, agregar a cada placa
de 15 mlL a 18 mL de agar para metodos estandar, homogeneizar y dejar solidificar invertir
ka5 cajas de pefni e incubar durante 48 h a 303 K - 308 K {(30°C - 35°C). Contar las colonias
contersdas en cada una de |as cajas, en un cuenta colonias.

10 PROCEDIMIENTO
10.1 Determinacion de |as celulas sobrevivientes

10.2 Preparacion de la muestra

Si es necesario, efectuar |a dilucion pertinente con agua para bevar & producto a la
concentracion de wso indicada por & fabricante en |a efiqueta del envase.

0.3 Inoculacion de ka rmuestra

Para cada uno de los microonganismes de prueba, medir exactamente y por duplicado 83 mL
deel producio o su diucian, fransferir 3 matraces Erlenmeyer de 250 mL con tapon de rosca
esteriles,

Agitar los matraces, suspender la agitacion, justamente antes de ka inoculacion, gue en
el momento de la misma, aun exists movimiento residual ded liquido v asi fadiitar la
incorporacion del indculo. Inocular en forma individual cada matraz con cada uno de ks
microonganismos de prueba en el centro de la superficie del liquido, evitando tocar con la
pipeta, &l cuello o las paredes del matraz.

Agitar el matraz con la muestra inocculada v exactamente 30 s despues de la inocculacion,
ransferir 1 mL de la misma, a un tubo de ensayo conteniendo 3 ml de |3 solucion
neutralizante diluida o del caldo neutralizante, mezclar v transferir por duplicado alicuctas de
1.0 mL a cajas de peti estérles y continuar diluyendo hasta tener las diluciones necesanas
para obtener placas que contengan de 25 a 250 colonias, agregar a cada placade 12 mL a
18 mL del medio agar para métodos estandar con neutralizante, homogeneizar, permitir que
solidiique, invertir |as placas e incubar durante 43 h entre 308 K a 310 K (35°C a 37°C).
Despues del periodo de incubacion, contar &l nimero de UFC en las placas.

11 EXPRESION DE RESULTADOS

111 Determinacion del % de reduccion

F‘rmu-:llall:rﬁresuhadnﬁdelasplac:z;delamemsmhhlrl::alydelasuelda's
scbrevivientes y calcular & % de reduccion mediants |a siguiente farmula:
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SECRETARLE DF
COMERCIO Y
FOMENTT TRIAL
S x 100
2% de reduccicn = 100 -
C.\.
dionde:

S  sonlas celulas sobreviientes UFC/ mL, y
CN. es la cuenta viable inicial

Infiorrrar el porcentaje de reduccion obtenido en la muestra del producta.

11.2 Interpretacion de resultados

Lin producto etiquetado como genmicida, debe tener un por ciento de reduccion de |a cuents
viable de 99980 %2 en 30 s de contacto a la concentracion de uso recomendada,
cuando lacuenta viable inicial se encuentra enfre 75 v 125 X 10° UFC/mlL.
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1. Imtroduccitn.

Hl anzlisis microbiologico tiens importanda en distintos campos de actividades tales como salud piblica,
tecnologia de alimentos v medio ambiente, En El Salvador los laboratorios encargados de llevar a cabo |2
evaluacion microbiologica rabajan en un entorne de crediente exigendia v responsabilidad, tanoo legal
como social, que reclama un alto nivel de calided v de confianza. Por ello, tanto los métodos de ensayo
como los leboratorios que realizan los andlisis deben asegurar, |a veracidad de los resultades,

Esto implica gue, ademas de cumplir los criterios técnicos gue aseguren su validez, deben ser realizados
con una sefie de garantias, que permitan cbtener resultados comparables, independientemente del
laboratorio que bos ejecute, esto induye pero o se limita a:

- Mediciones analiticas que satisfagan reguerimientos acordados.
- Métodos vy eguipos que hayan sido probados para assgurar que son aptos para el propésito o fin
previsto,

- Personal responsable de las mediciones que demuestre ser competente v calificade.
- Participacion en programas de verificacion externa de la competencia para asegurar que las
jones  analiticas realizadas en el laboratoric son consistentes a las que s= realizan en otro
hugar.
- Disposicion de procedimientos bien definidos para el control v aseguramients de la calidad v &l
wso de la informacion de control de calidad generada.

Dado que la velidacion de métodos es un requisito establedido en b nomma ISQYIEC 17025:2005 ==
requiere de homologar los conceptos a forma de gue se establezcan criteries de trabajo en el campo de
la validacion de métedos microbiolégicos gue puedan ser usados por los laboratorios acreditados o gue
soliciten la acreditacion, asi como por los evaluadores de acuerdo 2 los lineamientos de b 150 IEC
17025:2005 v las peliticas de O5A. Esta guia constituye el primer trabajo en este sentide y pretends
abrr el camino a |z emision de otros documentos gue  orenten los esfuerzos  para  demostrar
competencia en este campo de aplicadion.

2. Objeto y Campo de Aplicacion
Establecer kos oriterios v ineamientos para la walidacion de metedos aplicados en laboratorios gue realizan
ensayos microbiologicos,

Mota 1. Este documento no constituye una metodologia para la walidadon de métodos de ensayo
microbiologicos, Se indican lineamientos que faciliten tanto |z implantacion de los aspectos aqui
recopiladas, como su evaluadon por parte 22 los miembros del equipo evaluador del OS54,
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B.2.4 Otros métodos [ Tipe IV)

La morma ISOJFIEC 17025 £n su aparado 5.4.2 establece gue el laboratorio debe valldar los métodos mo
normaliEadas v ks métodos que disefia o desarrolla para confirmar gue los métodos son aptos para el fin
prevista, La validaciin debss ser bam amplia coma sea necesaria para satisfacer las mecesidsdes del tipo de
aplicackin o del campo de aplicaddn dados. Por tanbo, para este bipo de métodos, o keboratorio deberd
gvaluar su idoreidad para su ambito de aplicaddn ad como las actividades mecesarias 3 realizar para
garantizar su validez ténica. En este sentida las actividades en los apertados 7.31, 7.3.2 y 7.2.3 de eshe
documents, se han corskdorado como valldas para asegurar la adecuaddn 2l uso, pero no permiten
garantizar de forma compketa la valider de los métodos definidos como Tigs [V nl su caracterizackin ya
gue ésias deben estar fundamentadas en referendas valldas (ej: 150 16140, 150 TR 13843, UNE-EN
150 1799]. For lo 2nto el Laboratorio deberd disponer de evidendas completas de que los métodos fan
sido valldados de forma adecusda.

8.3  Precedimiento de validacién
Se presentan 3 conbinuackdn caracteristicas de funconamients que 3l meros s deben confirmar en el

caso de metodos de referencla, alternativas ¥ bessdas en métodos de referenda tenienda en cuenta la
naburaleza del métodoc

8.3.1 Métodos Cuantitativog

Tener £n Cuenta gue para cada und de las parametros acsd definidos v sus respectives especificaciones,
prevalece o establecido en s mésndos de referencla utilizados para cada uno de ks miEndos.

Pardmetro
Repetibilidad Muestras no contaminadas Muestras contaminsdas
naturalmemnte
Analista: uno Analkstac uro
Himero minimo de ensayos: ses Hamers minima de ensayos: sels
Mived de fortificacion: 2l meEnas wna Hivel de fortficacion: no aplica.
de acuerdo 3 la especPicacion del r o« ¥y
matada.
Limite di= repetibilidsd r < 1 9%
=|E|5Ii"
FmIBd 1]—
[

P = Foa 100
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5
OFE = —
X

Reproducibilidad | Mimero de repeticiones: no menas oe | Mumeno de repetidones: no mencs de
o por anaksta. sos por analista.

Minima 2 analistas. MNiveEl de fortficacion: no aphica

Mived de fortificacidn: al menas uno R« g

de acuerdo a la especiicacion.
E + 1%

2 |DSRE + DSRS
Hem 28

q 1]

B = &« Lis0

Recuparacion Mumern de repeficlones: al menos & porciones de muestra por cacs analists,
Tipo de muesiras: solo mseshras no confaminadas.

El nivel de fortficacion al menos ung v 5S¢ ESpefa UNd recuperacion entre el
50-110 % log.

La verficacidn del inotulo puede realizarse durante la ejecucidn ded ensayo
por sewtuplcada.

Mot/ en Aguncs C3S05 pusde requenires mas de un nivel de fortificackin de
aouserdo 2l rango de rabajo del méhoda.

Media dad logaritr del recseety « 100
Logaritme de [os P noculodas

5 i Rid kg r@ciln =

Sesgao MumerD o regeticiones: por i menos &

Tipo de muesitas: solo mseshas no confaminadas.

Mumero de analsias: uno

Mivel de fortificaciin: par ko menos uno (medio)

Calcubo:

La diferencia absoluta die o recuperado v o indculado &5 < 0.3 g




