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PRÓLOGO El Instituto Colombiano de Normas Técnicas y Certificación, ICONTEC, es el organismo nacional de normalización, según el Decreto 2269 de 1993. ICONTEC es una entidad de carácter privado, sin ánimo de lucro, cuya Misión es fundamental para brindar soporte y desarrollo al productor y protección al consumidor. Colabora con el sector gubernamental y apoya al sector privado del país, para lograr ventajas competitivas en los mercados interno y externo. La representación de todos los sectores involucrados en el proceso de Normalización Técnica está garantizada por los Comités Técnicos y el período de Consulta Pública, este último caracterizado por la participación del público en general. La NTC 5150 fue ratificada por el Consejo Directivo del 2003-02-26 Esta norma está sujeta a ser actualizada permanentemente con el objeto de que responda en todo momento a las necesidades y exigencias actuales. A continuación se relacionan las empresas que colaboraron en el estudio de esta norma a través de su participación en el Comité Técnico 81 Desinfectantes y productos afines para uso hospitalario. 3M DE COLOMBIA ASOCIACIÓN COLOMBIANA DE HOSPITALES Y CLÍNICAS B. BRAUN MEDICAL CLÍNICA CARLOS LLERAS RESTREPO CLÍNICA DEL RESTREPO CLÍNICA SAN PEDRO CLAVER HOSPITAL LA VICTORIA INSTITUTO NACIONAL DE CANCEROLOGÍA
 INSTITUTO NACIONAL DE VIGILANCIA DE MEDICAMENTOS Y ALIMENTOS INVIMA MACECOFAR PROASÉPSIS LTDA.. QUIRUMÉDICAS SUPERINTENDENCIA NACIONAL DE SALUD SURGICON & CÍA. UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA
 Además de las anteriores, en Consulta Pública el Proyecto se puso a consideración de las siguientes empresas: ASESOR INDEPENDIENTE (JORGE HERNÁN BOTERO TOBÓN) COMPENSAR FULLER ASEO Y MANTENIMIENTO LTDA. HOSPITAL SANTA CLARA HOSPITAL VISTA HERMOSA CIUDAD BOLÍVAR
 JONSON & JONSON DE COLOMBIA S.A. MINISTERIO DE DESARROLLO MINISTERIO DE SALUD NULAB SECRETARÍA DISTRITAL DE SALUD DE BOGOTÁ
 ICONTEC cuenta con un Centro de Información que pone a disposición de los interesados normas internacionales, regionales y nacionales.
 DIRECCIÓN DE NORMALIZACIÓN
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 1
 ANTISÉPTICOS Y DESINFECTANTES QUÍMICOS. ACTIVIDAD BACTERICIDA BÁSICA. MÉTODO DE PRUEBA Y REQUISITOS (FASE 1) 0. INTRODUCCIÓN Esta norma describe un método de prueba para suspensiones bacterianas, para establecer si un antiséptico o desinfectante químico tiene o no tiene actividad bactericida en las condiciones experimentales definidas en esta norma. Si un producto cumple los requisitos de prueba, puede considerarse que posee actividad bactericida. La aceptabilidad de un producto como un antiséptico o desinfectante químico para un propósito determinado no puede determinarse a partir de este método de prueba. Los antisépticos y desinfectantes químicos se someten a otros pruebas apropiados definidos en las normas específicas para evaluar su actividad en las condiciones apropiadas al uso al que se destinan. Esta norma contempla la siguiente modificación con respecto a su documento de referencia, de acuerdo con los requisitos legales nacionales vigentes:
 NTC 5150 Documento de referencia (Norma UNE EN 1040: 1997)
 Sustentación
 0. Introducción No lo contempla
 Introducción No existe evidencia de que las cepas utilizadas en esta norma sean virulentas
 Se retiro para estar en concordancia con la legislación colombiana, la cual expresa que la cepas por su alto riesgo, deben tener un buen manejo.
 1. OBJETO Y CAMPO DE APLICACIÓN Esta norma especifica un método de prueba (Fase 1) y los requisitos mínimos para verificar la actividad bactericida de los antisépticos y desinfectantes químicos que forman una preparación homogénea físicamente estable en agua. Esta norma es aplicable a los productos utilizados en la agricultura (pero no para la protección de cultivos), en el servicio doméstico, en higiene alimenticia y otros campos industriales, y para aplicaciones institucionales, médicas y veterinarias . NOTA 1 La utilización de esta norma permite determinar la actividad bactericida del producto diluido, pues siempre se produce cierta dilución al añadir el inoculo.
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 NOTA 2 Esta norma no permite evaluar la actividad de un producto para una utilización determinada. Se utilizan métodos de prueba más específicos descritos en las normas específicas para la evaluación posterior de la eficacia de los antisépticos y desinfectantes químicos para un propósito definido. NOTA 3 Este método corresponde a una prueba de fase 1 (véase el Anexo G). 2. REFERENCIAS NORMATIVAS El siguiente documento normativo referenciado es indispensable para la aplicación de este documento normativo. Para referencias fechadas, se aplica únicamente la edición citada. Para referencias no fechadas, se aplica la última edición del documento normativo referenciado. (incluida cualquier corrección). EN 12353, Antisépticos y desinfectantes químicos. Conservación de cepas microbianas utilizadas para la determinación de la actividad bacteriana y fungicida. 3. DEFINICIONES Para efectos de esta norma son aplicables las siguientes definiciones: 3.1 producto (para la antisepsia y/o la desinfección química) agente o formulación química utilizada como un antiséptico o desinfectante químico. 3.2 bactericida producto que mata las bacterias vegetativas en condiciones definidas. 3.3 actividad bactericida capacidad de un producto de reducir el número de células bacterianas viables de cepas representativas en las condiciones definidas en esta norma. 4. REQUISITOS Cuando el producto se somete a la prueba de acuerdo con el numeral 5, debe demostrar una reducción logarítmica al menos de 5 del número de células viables cuando los organismos de la prueba son Pseudomonas aeruginosa Staphylococcus aureus. 5. MÉTODO DE LA PRUEBA 5.1 PRINCIPIO 5.1.1 Una suspensión de bacterias de prueba se añade a una muestra preparada del producto que va a someterse a prueba. La mezcla se mantiene a 20 °C. Después de un tiempo especificado de contacto seleccionado entre uno de los siguientes: 1 min, 5 min, 15 min, 30 min, 45 min o 60 min ± 10 s, se toma una alícuota; la acción bactericida en ésta, se neutraliza inmediatamente o se suprime mediante un método validado. El método más recomendado es el de dilución-neutralización. Si no puede encontrarse un neutralizador adecuado, se utiliza la filtración por membrana. Se determina el número de bacterias sobrevivientes en cada muestra y se calcula la reducción que se ha producido en los recuentos viables.
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 5.1.2 La prueba se efectúa utilizando Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus. 5.2 MATERIALES Y REACTIVOS 5.2.1 Microorganismos de prueba La actividad bactericida debe evaluarse utilizando las dos cepas, y estas dos cepas deben ser: Pseudomonas aeruginosa ATCC 1) Staphylococcus Aureus ATCC 65381) NOTA Véase el Anexo E para los números de cepas correspondientes, pertenecientes a algunas otras colecciones de cultivos. 5.2.2 Medios de cultivo y reactivos 5.2.2.1 Generalidades Los reactivos deben ser del grado analítico o apropiados para fines microbiológicos. NOTA Para mejorar la reproducibilidad, se recomienda utilizar material deshidratado, disponible comercialmente para la preparación de los medios de cultivo. Debe seguirse de forma rigurosa las instrucciones del fabricante relativas a la preparación de estos productos. 5.2.2.2 Agua El agua debe estar exenta de sustancias tóxicas o inhibidoras de la actividad bacteriana. Debe ser agua destilada, recientemente preparada en instrumental de vidrio y no desmineralizada. Se esteriliza en el autoclave (véase el numeral 5.3.1). NOTA 1 Si el agua se esteriliza durante la esterilización de los reactivos, esto no es necesario. NOTA 2 Si no existe agua destilada de adecuada calidad disponible, puede utilizarse agua para preparaciones inyectables (véase la farmacopea). 5.2.2.3 Agar de soja triptona (TSA) Para el mantenimiento de cepas bacterianas y efectuar recuentos viables. Triptona, digestión pancreática de caseína 15,0 g Peptona de soja, digestión papaica de harina de soja 5,0 g NaCl 5,0 g
 1) Las especificaciones ATCC 15442 y ATCC 16538 son los números de las colecciones de cepas
 suministradas por la American Type Culture Collections. Esta información se da para conveniencia de los usuarios de esta norma y no constituye un respaldo por el ICONTEC de los productos mencionados. Pueden utilizarse cepas correspondientes pertenecientes a otras colecciones de cultivo si se demuestra que conducen a los mismos resultados.
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 Agar 15,0 g Agua (véase el numeral 5.2.2.2) hasta 1 000,0 ml Se esteriliza en autoclave de vapor de agua (véase el numeral 5.3.1). Después de la esterilización, el pH del medio debe ser equivalente a 7,26 ± 0,2 cuando se mide a 20 °C. 5.2.2.4 Diluyente Solución de cloruro de sodio triptona Triptona, digestión pancreática de caseína 1,0 g NaCI 8,5 g Agua (véase el numeral 5.2.2.2) hasta 1 000,0 ml Se esteriliza en autoclave (véase el numeral 5.3.1). Después de la esterilización, el pH del medio debe ser equivalente a 7,0 ± 0,2 cuando se mide a 20 °C. 5.2.2.5 Neutralizador El neutralizador debe validarse para el producto que va a someterse a prueba, conforme al Anexo A. El neutralizador debe ser estéril. NOTA En el Anexo B se da información sobre los neutralizadores que se han encontrado adecuados para algunas categorías de productos. 5.2.2.6 Líquido para aclarado (para la filtración sobre membrana) El líquido debe ser estéril, compatible con la membrana del filtro y capaz de ser filtrado a través de la membrana del filtro en las condiciones de prueba descritas en el Anexo A. NOTA En el Anexo C se da información sobre líquidos de aclarado que se han encontrado adecuados para algunas categorías de productos. 5.3 APARATOS E INSTRUMENTAL DE VIDRIO 5.3.1 Generalidades Se esteriliza todo el instrumental de vidrio y las partes del aparato que entrarán en contacto con los medios de cultivo, los reactivos o la muestra, excepto aquellas partes que se suministran ya estériles, por uno de los métodos siguientes: a) En el autoclave (véase el numeral 5.3.2.1), manteniéndolo a 121 3
 0+ °C durante
 un tiempo no inferior a 15 min b) En el esterilizador por calor seco (véase el numeral 5.3.2.1), manteniéndolo a
 180 °C durante un tiempo no inferior a 30 min, a 170 °C durante al menos 1 h, o a 160 °C durante al menos 2 h.
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 5.3.2 Equipo habitual de laboratorio microbiológico2), y en particular, el siguiente 5.3.2.1 Aparato para la esterilización a) Para la esterilización por calor húmedo, un autoclave capaz de mantener una
 temperatura de 121 30
 +− °C durante al menos 15 min.
 b) Para la esterilización por calor seco, una estufa de aire caliente capaz de
 mantener una temperatura 180 °C durante un mínimo de 30 min, de 170 °C durante al menos 1 h o de 160 °C durante al menos 2 h.
 5.3.2.2 Recipientes para baño de agua, capaces de ser controlados a 20 °C ± 1 °C y a 45 °C ± 1 °C. 5.3.2.3 Incubador, capaz de ser controlado a 36 °C ± 1 °C o a 37 °C ± 1 °C. Puede utilizarse un incubador a 37 °C ± 1 °C si no está disponible un incubador a 36 °C ± 1 °C. 5.3.2.4 pHmetro, que permita ser calibrado con una exactitud de ± 0,1 unidades de pH a 25 °C. 5.3.2.5 Cronómetro 5.3.2.6 Agitador (agitador electromecánico, por ejemplo, mezclador Vortex⊗ 3) 5.3.2.7 Aparato para la filtración sobre membrana (si se utiliza este método), construido de un material compatible con el producto que va a someterse a la prueba, equipado con un porta-filtro que debe tener un volumen útil mínimo de 50 ml, y ser adecuado para su uso con filtros de un diámetro de 47 mm a 50 mm, de 0,45 µm de tamaño de poro. La fuente de vacío utilizada debe generar un caudal de filtración constante. Para mantener una distribución uniforme de los microorganismos sobre la membrana y para impedir filtraciones de duración excesiva, el aparato debe disponerse para conseguir la filtración de 100 ml de líquido de aclarado durante un tiempo comprendido entre 20 s y 40 s. 5.3.2.8 Recipiente: tubos de prueba o matraces de capacidad adecuada. 5.3.2.9 Pipetas graduadas, de capacidades nominales 10 ml, 1 ml, y 0,1 ml. Pueden utilizarse pipetas automáticas calibradas. 5.3.2.10 Placas Petri de tamaño 90 mm a 100 mm 5.3.2.11 Perlas de vidrio (Diámetro: 3 mm a 4 mm). 5.3.2.12 Matraces aforados, calibrados a 20 °C. 5.3.2.13 Agitador mecánico
 2) El equipo desechable es una alternativa aceptable al instrumental de vidrio reutilizable. 3) Vortex⊗ es un ejemplo de un producto disponible comercialmente. Esta información está dada para
 conveniencia de los usuarios de esta norma, y no constituye un respaldo del CEN a este producto.
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 5.4 PREPARACIÓN DE SUSPENSIONES BACTERIANAS Y SOLUCIONES DE PRUEBA 5.4.1 Suspensiones bacterianas 5.4.1.1 Cultivos de primera generación de los organismos de prueba Los cultivos de primera generación deben mantenerse de acuerdo con los requisitos de la norma EN 12353. 5.4.1.2 Cultivos de trabajo de los organismos de prueba Para preparar el cultivo de trabajo de Pseudomonas aeruginosa, se subcultiva a partir del cultivo de primera generación (véase el numeral 5.4.1.1) mediante siembra sobre medio TSA fundido en rampa y se incuba (véase el numeral 5.3.2.3). Después de un tiempo comprendido entre 18 h y 24 h, se prepara un segundo subcultivo a partir del primer subcultivo de la misma forma, y se incuba durante un tiempo comprendido entre 18 h y 24 h. A partir de este segundo subcultivo, puede prepararse un tercer subcultivo de la misma forma descrita. NOTA El segundo y/o el tercer subcultivo son el(los) cultivo(s) de trabajo. Si no es posible preparar el segundo subcultivo en un día concreto, puede utilizarse un subcultivo de 48 h, para subcultivos posteriores, siempre que el subcultivo haya sido mantenido en el incubador durante el período de 48 h. En estas circunstancias, se prepara un subcultivo más de 24 h después de hacer la prueba. No debe prepararse un cuarto subcultivo. El mismo procedimiento se utiliza para Staphylococcus aureus. 5.4.1.3 Suspensiones bacterianas de prueba Se toman 10 ml de diluyente (véase el numeral 5.2.2.4) y se coloca en un matraz de 100 ml con 5 g de perlas de vidrio (véase el numeral 5.3.2.11). Se toman los cultivos de trabajo (véase el numeral 5.4.1.2) y se transfieren asas de células al diluyente. Las células deberían suspenderse en el diluyente, sumergiendo el asa en el diluyente y frotándola contra la pared lateral del matraz para desprender las células. Se agita el matraz durante 3 min utilizando un agitador mecánico (véase el numeral 5.3.2.13). Se retira la suspensión sobrenadante y se transfiere a otro tubo. Se ajusta el número de células en la suspensión a un valor comprendido entre 1,5 x 108 ufc/ml4 y 5 x 108 ufc/ml utilizando el diluyente, estimando el número de unidades formadoras de colonias mediante cualquier método validado. Se mantiene esta suspensión en el baño de agua a 20 °C ± 1 °C y se utiliza antes de 2 h. Para el recuento de suspensión bacteriana de prueba se preparan diluciones 10-6 y 10-7 de la suspensión de la prueba (véase el numeral 5.4.1.3) utilizando el diluyente (véase el numeral 5.2.2.4). Se mezcla (véase el numeral 5.3.2.6). Se toma una muestra de 1,0 ml de cada dilución por duplicado, y se transfiere cada muestra de 1,0 ml a placas petri separadas (véase el numeral 5.3.2.10) y se añaden de 12 ml a 15 ml de medio TSA fundido (véase el numeral 5.2.2.3) enfriado a la temperatura de 45 °C ± 1 °C. 5.4.1.4 Recuento de las suspensiones bacterianas de prueba. Se incuban las placas a 36 °C ± 1 °C (ó 37 °C ± 1 °C) (véase el numeral 5.3.2.3) durante 24 h. Se desecha cualquier placa que no permita el recuento (por cualquier razón). Se cuentan las placas y se determina el número de unidades formadoras de colonias en cada placa. Se incuban las placas durante 24 h más. Las placas que ya no muestran colonias bien separadas 4 ufc/ml: unidades formadoras de colonias por mililitro.

Page 10
						

NORMA TÉCNICA COLOMBIANA NTC 5150
 7
 no se vuelven a contar. Se cuentan ahora solamente las placas que muestran colonias bien separadas. Se determina el número más alto de colonias para cada muestra de 1,0 ml. Se calcula por último el número de ufc/ml en la suspensión de la prueba (N) utilizando el método descrito en el numeral 5.6.1.1. 5.4.2 Soluciones del producto sometido a prueba Deben registrarse los detalles de las muestras del producto tal como se reciben. Deben prepararse soluciones del producto a someter a la prueba a tres concentraciones diferentes para incluir al menos dos concentraciones en el intervalo activo. Las concentraciones deben disminuir en una progresión geométrica en un factor de al menos 2 (es decir, doblando el coeficiente de dilución). La concentración de la solución del producto sometido a la prueba debe ser 1,25 veces la concentración de prueba requerida. NOTA El producto tal como se recibe puede utilizarse como una de las soluciones del producto. Para productos sólidos, se disuelve el producto tal como se recibe pesando al menos 1 g ± 10 mg del producto en un matraz aforado y enrasándolo con agua (véase el numeral 5.2.2.2). Las diluciones posteriores deben prepararse en matraces aforados (véase el numeral 5.3.2.12) según diluciones volumen/volumen. Para productos líquidos, las diluciones del producto deben prepararse en agua (véase el numeral 5.2.2.2) según diluciones volumen/volumen utilizando matraces aforados (véase el numeral 5.3.2.12). La concentración del producto especificada en el informe de la prueba debe ser la concentración de la prueba, expresándola como concentración en volumen/volumen o en masa/volumen. Las soluciones del producto sometido a prueba deben ser recientemente preparadas y utilizadas durante un tiempo no superior a un día de trabajo (o menos si son poco estables). 5.5 PROCEDIMIENTO 5.5.1 Generalidades El método preferido es el método de dilución-neutralización. Para determinar un neutralizador adecuado, debe adoptarse el procedimiento siguiente. La validación del método de dilución-neutralización (véase el numeral A.4.1) debe efectuarse utilizando un neutralizador adecuado, escogido según la experiencia del laboratorio y los datos publicados. Si este neutralizador no es válido, se repite la prueba de validación utilizando un neutralizador alternativo que contiene una combinación de polisorbato 80(30 g/l), saponina (30 g/l), L-histidina (1 g/l), lecitina (3 g/l), tiosulfato de sodio (5 g/l) en cualquier diluyente (véase el numeral 5.2.2.4) o en tampón fosfato de concentración 0,0025 mol/l. Si ambos neutralizadores no resultan válidos, puede utilizarse el método de filtración sobre membrana en lugar del método de dilución-neutralización. 5.5.2 Método de dilución-neutralización 5.5.2.1 Generalidades Antes de la prueba, se deja que todos los reactivos (solución del producto a prueba, agua, suspensión bacteriana de prueba, neutralizador) alcancen el equilibrio térmico a la temperatura
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 de 20 °C ± 1 °C, utilizando el baño de agua (véase el numeral 5.3.2.2) controlado a esa temperatura. Se comprueba que la temperatura de los reactivos está estabilizada a 20 °C ± 1 °C. 5.5.2.2 Procedimiento de prueba para verificar la actividad bactericida de los productos Se mide con una pipeta 8,0 ml de una de las soluciones del producto a someter a prueba y se vierten a un recipiente con capacidad adecuada y se añade 1,0 ml de agua (véase el numeral 5.2.2.2). Se añade 1,0 ml de una de las suspensiones bacterianas de prueba que contienen entre 1,5 x 108 y 5 x 108 ufc/ml (véase el numeral 5.4.1.3). Se dispara inmediatamente un cronómetro (véase el numeral 5.3.2.5), se mezcla (véase el numeral 5.3.2.6) y se coloca el recipiente en un baño de agua controlado a 20 °C ± 1 °C. NOTA Cuando se añadan suspensiones bacterianas a los recipientes, debe procederse con cuidado para evitar tocar la parte superior de la pared del recipiente. La actividad del producto debe determinarse para un tiempo de contacto seleccionado de entre uno de los siguientes: 1 min, 5 min, 15 min, 30 min, 45 min o 60 min ± 10 s. Justo antes del final del tiempo de contacto seleccionado, se mezcla (véase el numeral 5.3.2.6). Al final del tiempo de contacto, se mide con pipeta 1,0 ml de la mezcla de prueba a un tubo que contiene 8,0 ml de neutralizador (véase el numeral 5.2.2.5) y 1,0 ml de agua (véase el numeral 5.2.2.2). Se mezcla bien (véase el numeral 5.3.2.6) y se coloca en un baño de agua controlado a 20 °C ± 1 °C. Después de un tiempo de neutralización de 5 min ± 10 s se toma inmediatamente una muestra de 1,0 ml de mezcla neutralizada por duplicado, y se transfiere cada muestra de 1,0 ml a placas petri (véase el numeral 5.3.2.10) separadas y se añade inmediatamente una cantidad comprendida entre 12 ml y 15 ml de medio fundido TSA (véase el numeral 5.2.23), enfriado a la temperatura de 45 °C ± 1 °C. Este procedimiento se realiza utilizando las otras soluciones del producto a someter a la prueba, y la otra suspensión bacteriana de prueba. 5.5.2.3 Recuento de la mezcla de la prueba Se incuban las placas a 36 °C ± 1 °C (ó 37 °C ± 1 °C) (véase el numeral 5.3.2.3) durante 24 h. Se desecha cualquier placa que no permita el recuento (por cualquier razón). Se cuentan las placas y se determina el número de unidades formadoras de colonias en cada placa. Se incuban las placas durante 24 h más. Las placas que ya no muestran colonias bien separadas no se vuelven a contar. Se cuentan ahora solamente las placas que muestran colonias bien separadas. Se determina el número más alto de colonias para cada placa. Se calcula por último el número de ufc/ml en la suspensión de prueba (Na) utilizando el método descrito en el numeral 5.6.1.2. Para calcular el recuento viable de la mezcla de prueba, el factor de dilución es 10-1. 5.5.3 Método de filtración por membrana 5.5.3.1 Generalidades Antes de la prueba, se deja que todos los reactivos (solución del producto sometido a prueba, agua, suspensión bacteriana de la prueba, neutralizador) alcancen el equilibrio térmico a la temperatura de 20 °C ± 1 °C, utilizando el baño de agua (véase el numeral 5.3.2.2) controlado a esa temperatura. Se comprueba que la temperatura de los reactivos está estabilizada a 20 °C ± 1 °C.
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 5.5.3.2 Procedimiento de la prueba para verificar la actividad bactericida de los productos
 Se mide con pipeta 8,0 ml de una de las soluciones del producto a someter la prueba en un recipiente de capacidad adecuada y se añade 1,0 ml de agua (véase el numeral 5.2.2.2). Se añade 1,0 ml de una de las suspensiones bacterianas de la prueba que contiene entre 1,5 x 108 y 5 x 108 ufc/ml (véase el numeral 5.4.1.3). Se dispara inmediatamente un cronómetro, se mezcla (véase el numeral 5.3.2.6) y se coloca el recipiente en un baño de agua controlado a 20 °C ± 1 °C. NOTA 1 Cuando se añadan suspensiones bacterianas a recipientes, debería procederse con cuidado para evitar tocar la parte superior de la pared del recipiente. La actividad del producto debe determinarse para un tiempo de contacto seleccionado entre uno de los siguientes: 1 min, 5 min, 15 min, 30 min, 45 min o 60 min ± 10 s. Justo antes del final del tiempo de contacto seleccionado, se mezcla (véase el numeral 5.3.2.6). Al final del tiempo de contacto seleccionado, se mide con pipeta dos muestras de 0,1 ml de la mezcla de prueba y se transfiere cada muestra a los respectivos aparatos de filtración por membrana, equipados con una membrana y conteniendo 50 ml del líquido de aclarado (véase el numeral 5.2.2.6). Se filtra inmediatamente. El tiempo necesario para la transferencia y la filtración no debe ser superior a 1 min. Si resulta superior a 1 min, este tiempo debe registrarse en el informe de la prueba. Se aclara con un volumen de líquido de aclarado (véase el numeral 5.2.2.6) no inferior a 150 ml y no superior a 500 ml. Por último, se transfieren las membranas a la superficie de las respectivas placas de medio TSA. NOTA 2 Cuando se realiza la transferencia, debe procederse con cuidado para asegurar que las bacterias están en la cara superior de la membrana cuando se coloca sobre el medio TSA, y para evitar atrapar aire entre la membrana y la superficie del agar. Este procedimiento se efectúa utilizando las otras soluciones del producto a someter a la prueba y la otra suspensión bacteriana. 5.5.3.3 Recuento de la mezcla de prueba Se incuban las placas a 36 °C ± 1 °C (ó 37 °C ± 1 °C) (véase el numeral 5.3.2.3) durante 24 h. Se desecha cualquier placa que no permita el recuento (por cualquier razón). Se cuentan las placas y se determina el número de unidades formadoras de colonias en cada placa. Se incuban las placas durante 24 h más. Las placas que ya no muestran colonias bien separadas no se vuelven a contar. Se cuentan ahora solamente las placas que muestran colonias bien separadas. Se determina el número más alto de colonias para cada placa. Se calcula por último el número de ufc/ml en la mezcla de prueba (Na) utilizando el método descrito en el numeral 5.6.1.2. 5.5.4 Validación del método de dilución-neutralización y del método de filtración sobre
 membrana Los métodos de dilución-neutralización y de filtración sobre membrana deben validarse para cada uno de los organismos de la prueba de acuerdo con el Anexo A. La prueba de validación (véase el numeral el Anexo A) debe también efectuarse al mismo tiempo que el procedimiento de la prueba (véase el numeral 5.5) utilizando solamente la concentración más alta y las mismas condiciones (suspensión bacteriana de la prueba, solución del producto sometido a prueba, y neutralizador o líquido de aclarado) que las utilizadas en la prueba (véase el numeral 5.5.2 ó 5.5.3).
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 5.6 CÁLCULOS Y EXPRESIÓN DE LOS RESULTADOS 5.6.1 Cálculos de los recuentos viables (ufc/ml) 5.6.1.1 Suspensión bacteriana de prueba Los recuentos viables de la suspensión bacteriana de prueba (véase el numeral 5.4.1.4) deben calcularse según los principios descritos en la norma ISO 7218 (véase la Nota) de la forma siguiente:
 a) Para el cálculo de los recuentos viables debe utilizarse solamente recuentos de colonias que sean inferiores a 300 ufc/placa. Para que un resultado sea válido, al menos una placa debe contener 15 o más colonias; los recuentos viables deben calcularse utilizando al menos un par de placas, en las que una de ellas o las dos contienen más de 15 colonias y ambas placas contienen menos de 300 colonias. Si las placas de dos diluciones están en este intervalo, se calcula el número de ufc/ml como la media ponderada de los recuentos. Si las placas de solamente una de las diluciones están en este intervalo, se calcula la media aritmética de los recuentos.
 NOTA ISO 7218:1985 Microbiología. Directrices generales para exámenes microbiológicos.
 Para el cálculo de la media ponderada (en ufc/ml), se utiliza la fórmula siguiente:
 ( ) dnnc
 21,01 +
 en donde
 c es la suma de las colonias contadas sobre todas las placas que se tienen en cuenta
 1n es el número de placas que se toman en cuenta en la primera dilución;
 2n es el número de placas que se toman en cuenta en la segunda dilución;
 d es el factor de dilución correspondiente a la primera dilución que se toma en
 cuenta.
 Se redondean los resultados calculados expresándolos con dos cifras significativas. Para ello, si la última cifra es inferior a 5, la cifra precedente no se modifica; si la última cifra es superior a 5, la cifra precedente se aumenta en una unidad; si la última cifra es igual a 5, se redondea la cifra precedente a la cifra par más cercana. Se procede paso a paso hasta expresar el resultado con dos cifras significativas.
 b) De lo anterior se desprende que el número de ufc/ml se expresa por un número comprendido entre 1,0 y 9,9 multiplicado por la potencia de 10 apropiada.
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 EJEMPLO.
 ( )( )/mle10x1,910x1,9182
 10x2,2
 422
 102x0,12
 2514215168 8866 ufcn===
 +
 +++−−
 5.6.1.2 Procedimiento de prueba y prueba de validación Para el procedimiento de prueba (véase el numeral 5.5.2.2 y 5.5.3.2) y la prueba de validación (véase el literal A.2, A.4.1 y A.4.2) el recuento viable debería calcularse utilizando el método siguiente: Para el cálculo de recuentos viables deben utilizarse solamente recuentos de colonias que tengan menos de 300 ufc/placa. Los recuentos viables deben calcularse utilizando recuentos de colonias obtenidos a partir de ambas placas. Cuando al menos una placa contiene 15 o más colonias, se utiliza la fórmula siguiente para el cálculo de los recuentos viables (en ufc/ml).
 Vdnc
 xx
 en donde
 c es la suma de las colonias contadas en ambas placas; n es el número de placas que se toman en cuenta
 d es el factor de dilución correspondiente a la dilución que se toma en cuenta. Para el procedimiento
 de prueba de dilución-neutralización (véase el numeral 5.5.2.3) y la suspensión bacteriana (véase el numeral A.2), el factor de dilución es 10-1.
 V es el volumen de la muestra. Para los procedimientos de dilución-neutralización y la validación
 bacteriana (véanse los numerales 5.5.2.2 y A.4.1.2) así como para la suspensión bacteriana (véase el numeral A.2), el volumen de la muestra es 1,0 ml. Para la prueba de filtración sobre membrana y el procedimiento de validación (véanse los numerales 5.5.3.2 y A.4.2.2) el volumen de la muestra es 0,1 ml.
 Para el procedimiento de prueba (véase el numeral 5.5) cuyo número de ufc en todas las placas contadas es inferior a 15, se registra que el recuento viable de la mezcla de prueba es inferior a 1,5 x 102 ufc/ml (< 1,5 x 102 ufc/ml). Para el procedimiento de prueba cuyo número de ufc en todas las placas contadas es superior a 300, se registra que el recuento viable de la mezcla de la prueba es superior a 3 x 103 ufc/ml (> 3 x 103 ufc/ml). 5.6.2 Verificación de la metodología Para cada organismo de prueba debe verificarse que:
 a) N está comprendido entre 1,5 x 108 ufc/ml y 5 x 108 ufc/ml b) Nv está comprendido entre 6 x 102 y 3 x 103 ufc/ml c) Nx es igual o superior a 0,05 veces el valor de Nv d) Ny es igual o superior a 0,05 veces el valor de Nv
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 En donde
 N es el número de ufc/ml de la suspensión bacteriana de la prueba (véase el numeral 5.4.1.4).
 Nv es el número de ufc/ml de la suspensión bacteriana (véase el literal A.2). Nx es el número de ufc/ml del control de toxicidad del neutralizador (véase el
 literal A.4.1.3) o del control de filtración (véase el literal A.4.2.3) Ny es el número de ufc/ml del control de dilución-neutralización (véase el
 literal A.4.1.3) o del control de la prueba de filtración (véase el literal A.4.2.3).
 5.6.3 Expresión de los resultados Para cada organismo de prueba se registra el número de ufc/ml en la suspensión bacteriana de prueba (N) (véase el numeral 5.4.1.4) y después el procedimiento de prueba que expresa la actividad bactericida del producto (Na) (véanse los numerales 5.5.2.3 ó 5.5.3.3). Para la validación de la neutralización (véase el Anexo A), se registra el número de ufc/ml (Nv) en la suspensión bacteriana (véase el literal A.2). Para la validación del método de dilución-neutralización (véase el literal A.4.1, se registra el número de ufc/ml en el control de toxicidad del neutralizador (Nx) y en el control de dilución-neutralización (Ny). Para la validación del método de filtración sobre membrana (véase el literal A.4.2), se registra el número de ufc/ml en el control de filtración (Nx) y en el control de la prueba de filtración (Ny). Para cada organismo de prueba y cada concentración del producto a someter a la prueba, se calcula y registra la reducción de la viabilidad (en ufc/ml) de la forma siguiente:
 aNN
 viabilidadladereducción110−
 =x
 5.7 CONCLUSIÓN Debe considerarse que el producto ha pasado la prueba si se demuestra una reducción de la viabilidad de 105 o superior antes de 60 min como máximo, a la temperatura de 20 °C, en las condiciones definidas por esta prueba cuando los organismos de la prueba son Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus. La exactitud del resultado de la prueba se indica en el Anexo F. Esta exactitud se hace mayor al aumentar el número de pruebas de réplica efectuados (consúltese el Anexo F). El número de pruebas de réplica debe decidirse según el nivel de exactitud que sea necesario, teniendo en cuenta la utilización que va a darse a los resultados de la prueba. La concentración más alta debe producir una reducción de la viabilidad mayor o menor de 105. La concentración intermedia puede provocar una reducción de la viabilidad igual o inferior a 105.
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 Un producto que pasa la prueba se caracteriza por poseer actividad bactericida. Para calificar el producto como un antiséptico o desinfectante químico para un fin definido, debe ser evaluado utilizando pruebas normalizadas adicionales que sean apropiadas al uso al que se destina. El Anexo G contiene la información relativa a las pruebas normalizadas adicionales que deben utilizarse para calificar un producto como antiséptico y/o desinfectante químico para un fin definido. NOTA Aunque no es obligatorio efectuar una prueba de réplica para este caso, ello no constituye un precedente para los métodos de la prueba de la fase 2 que establecen la actividad de un antiséptico y/o desinfectante químico. 5.8 INFORME DE LA PRUEBA El informe de la prueba debe referirse a esta norma El informe de la prueba debe especificar al menos la información siguiente:
 a) La identificación del laboratorio que efectúa la prueba. b) La identificación de la muestra:
 1) El nombre del producto 2) El número de lote 3) El fabricante 4) La fecha de entrega 5) Las condiciones de almacenamiento 6) La(s) sustancia(s) activa(s) y su(s) concentración(es) (opcional).
 c) Método de prueba y su validación:
 Si se utiliza el método de dilución-neutralización deben especificarse los detalles completos de las pruebas de validación del neutralizador. Si se utiliza el método de filtración por membrana, deben especificarse los detalles completos de las pruebas de validación del método. Deben darse también los detalles completos del procedimiento seguido para justificar la utilización del método de filtración por membrana.
 d) Las condiciones experimentales:
 1) El período de análisis. 2) Las concentraciones del producto a someter la prueba. 3) La temperatura de la prueba. 4) Los tiempos de contacto. 5) La temperatura de incubación.
 e) Los resultados de la prueba:
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 Pruebas de validación:
 La evaluación de la actividad bactericida (véanse las Tablas D.1, D.2, D.3 y D.4): f) La conclusión: g) La localidad, fecha y firma de identificación:
 NOTA El Anexo D muestra un ejemplo típico de un informe de prueba.
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 ANEXO A (Normativo)
 VALIDACIÓN DE LOS MÉTODOS DE DILUCIÓN-NEUTRALIZACIÓN
 Y DE FILTRACIÓN POR MEMBRANA A.1 PRINCIPIO Se escoge un neutralizador para cada producto conforme al literal A.4.1 (véase el numeral 5.5). Si no puede encontrarse un neutralizador adecuado, se utiliza el método de filtración por membrana de acuerdo con el literal A.4.2. A.2 PREPARACIÓN DE LA SUSPENSIÓN BACTERIANA Se diluye la suspensión bacteriana de prueba (véase el numeral 5.4.1.3) con el diluyente (véase el numeral 5.2.2.4) para obtener una suspensión bacteriana de concentración comprendida entre 6 x 102 ufc/ml y 3 x 103 ufc/ml. Para el recuento de la suspensión se prepara una dilución 10-1con el diluyente (véase el numeral 5.2.2.4). Se mezcla (véase el numeral 5.3.2.6). Se toma una muestra de 1,0 ml de la dilución 10-1 por duplicado, y se transfiere cada muestra de 1,0 ml a placas petri diferentes (véase el numeral 5.3.2.10) y se añaden de 12 ml a 15 ml de medio TSA fundido (véase el numeral 5.2.2.3), enfriado a la temperatura de 45 °C ± 1 °C. Se incuban las placas a 36 °C ± 1 °C (ó 37 °C ± 1 °C) (véase el numeral 5.3.2.3) durante 24 h. Se desecha cualquier placa que no permita el recuento (por cualquier razón). Se cuentan las placas y se determina el número de unidades formadoras de colonias en cada placa. Se incuban las placas durante 24 h más. Las placas que ya no muestran colonias bien separadas no se vuelven a contar. Se cuentan ahora solamente las placas restantes. Se determina el número más alto de colonias para cada placa. Se calcula por último el número de ufc/ml en la suspensión bacteriana (Nv) utilizando el método descrito en el numeral 5.6.1.2. A.3 PREPARACIÓN DE LA SOLUCIÓN DEL PRODUCTO A SOMETER A PRUEBA Véase el numeral 5.4.2. Se prepara una solución del producto a someter a la prueba a la concentración más alta utilizada en la prueba. Se añaden 2 partes de agua (véase el numeral 5.2.2.2) a 8 partes de esta solución. A.4 PRUEBA DE VALIDACIÓN A.4.1 Método de dilución-neutralización A.4.1.1 Generalidades Antes de la prueba, se deja que todos los reactivos (solución del producto a someter a la prueba, agua, suspensión bacteriana de prueba, neutralizador) alcancen el equilibrio térmico a la temperatura de 20 °C ± 1 °C, utilizando el baño de agua (véase el numeral 5.3.2.2) controlado a esa temperatura. Se comprueba que la temperatura de los reactivos está estabilizada a 20 °C ± 1 °C.
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 A.4.1.2 Procedimiento Se mide con pipeta 8,0 ml de neutralizador (véase el numeral 5.2.2.5) en cada uno de dos recipientes de capacidad adecuada. Se colocan los recipientes en un baño de agua (véase el numeral 5.3.2.2) controlado a 20 °C ± 1 °C.
 - para el control de toxicidad del neutralizador, se añade 1,0 ml de agua (véase el numeral 5.2.2.2) al primer recipiente
 - para el control de dilución-neutralización, se añade 1,0 ml de la solución del
 producto a ensayar, preparada como se describe en el literal A.3, al segundo recipiente.
 Se mezcla (véase el numeral 5.3.2.6) y se deja en contacto durante 5 min ± 10 s en un baño de agua controlado a 20 °C ± 1 °C. Se añade ahora 1,0 ml de la suspensión bacteriana cuya concentración está comprendida entre 6 x 102 ufc/ml y 3 x 103 ufc/ml (véase el literal A.2) a cada uno de los recipientes, se mezcla (véase el numeral 5.3.2.6) y se deja reposar a 20 °C ± 1 °C durante 30 min ± 1 min. NOTA Cuando se añadan suspensiones bacterianas a los recipientes, se debe proceder con cuidado para evitar tocar la parte superior de la pared del recipiente. Se mezcla de nuevo. Se toma una muestra de 1,0 ml de cada uno de los recipientes por duplicado y se transfiere cada muestra a placas petri diferentes (véase el numeral 5.3.2.10) y se añaden de 12 ml a 15 ml de medio TSA fundido (véase el numeral 5.2.2.3), enfriado a la temperatura de 45 °C ± 1 °C. Este procedimiento se efectúa para el otro organismo de la prueba. A.4.1.3 Recuento del control de la toxicidad del neutralizador y del control de dilución-
 neutralización Se incuban las placas a 36 °C ± 1 °C (ó 37 °C ± 1 °C) (véase el numeral 5.3.2.3) durante 24 h. Se desecha cualquier placa que no permita el recuento (por cualquier razón). Se cuentan las placas y se determina el número de unidades formadoras de colonias en cada placa. Se incuban las placas durante 24 h más. Las placas que ya no muestran colonias bien separadas no se vuelven a contar. Se cuentan ahora solamente las placas restantes. Se determina el número de colonias más alto para cada placa. Se calcula por último el número de ufc/ml en el control de la toxicidad del neutralizador (Nx) y en el control de dilución-neutralización (Ny) utilizando el método descrito en el numeral 5.6.1.2. A.4.2 Método de filtración por membrana A.4.2.1 Generalidades Antes de la prueba, se deja que todos los reactivos (solución del producto a someter a la prueba, agua, suspensión bacteriana de prueba, neutralizador) alcancen el equilibrio térmico a la temperatura de 20 °C ± 1 °C, utilizando el baño de agua (véase el numeral 5.3.2.2) controlado a esa temperatura. Se comprueba que la temperatura de los reactivos está estabilizada a 20 °C ± 1 °C.
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 A.4.2.2 Procedimiento Este procedimiento se realiza para cada organismo de prueba. Para el control de filtración, se toma una muestra (por duplicado) de 0,1 ml de la suspensión bacteriana de concentración comprendida entre 6 x 102 ufc/ml y 3 x 103 ufc/ml (véase el literal A.2) y se transfieren a dos aparatos de filtración sobre membrana diferentes, equipados con una membrana y conteniendo 50 ml del líquido de aclarado (véase el numeral 5.2.2.6). Se filtra y se aclara con 50 ml de líquido de aclarado (véase el numeral 5.2.2.6), y por último se transfieren las membranas a la superficie de dos placas diferentes de medio TSA (véase el numeral 5.2.2.3). Para el control de la prueba de filtración, se toma una muestra (por duplicado) de 0,1 ml de la solución del producto a someter a la prueba (véase el literal A.3). Se transfieren a sendos aparatos de filtración sobre membrana, equipados con una membrana y conteniendo 50 ml del líquido de aclarado (véase el numeral 5.2.2.6). Se filtra y se aclara la membrana con un volumen de líquido de aclarado no inferior a 150 ml y no superior a 500 ml. Después, se cubre la membrana con 50 ml de líquido de aclarado (véase el numeral 5.2.2.6). A cada una de las membranas se les añaden 0,1 ml de la suspensión bacteriana cuya concentración está comprendida entre 6 x 102 y 3 x 103 ufc/ml (véase el literal A.2). Se filtra y se aclara con 50 ml de agua (véase el numeral 5.2.2.2). Las membranas se transfieren a sendas placas de medio TSA (véase el numeral 5.2.2.3). El tiempo preciso para la transferencia y la filtración no debe ser superior a 1 min. Si es superior a 1 min, este tiempo debe registrarse en el informe de la prueba. NOTA Cuando se efectúa la transferencia, debe procederse con cuidado para asegurar que las bacterias se encuentran en la cara superior de la membrana cuando se colocan en el medio TSA, y para evitar atrapar burbujas de aire entre la membrana y la superficie del agar. A.4.2.3 Recuento de las bacterias viables del control de filtración y de la prueba de
 filtración Se incuban las placas a 36 °C ± 1 °C (ó 37 °C ± 1 °C) (véase el numeral 5.3.2.3) durante 24 h. Se desecha cualquier placa que no permita el recuento (por cualquier razón). Se cuentan las placas y se determina el número de unidades formadoras de colonias en cada placa. Se incuban las placas durante 24 h más. Las placas que ya no muestran colonias bien separadas no se vuelven a contar. Se cuentan ahora solamente las placas restantes. Se determina el número más alto de colonias para cada placa. Se calcula por último el número de ufc/ml en el control de filtración (Nx) y en el control de filtración del producto a someter a la prueba (Ny) utilizando el método descrito en el numeral 5.6.1.2. A.5 VALIDACIÓN Se comprueba que los resultados de ambas pruebas cumplen los requisitos correspondientes de los numerales 5.6.1.2 ó 5.6.2.
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 ANEXO B (Informativo)
 NEUTRALIZADORES
 Puede utilizarse cualquiera de los siguientes neutralizadores:
 - lecitina 3 g/l; polisorbato 805) 30 g/l; tiosulfato de sodio 5 g/l; L-histidina 1 g/l; saponina 30 g/l en diluyente (véase el numeral 5.2.2.4) o en disolución tampón de fosfato de 0,25 mol/l al 1 % (V/V).
 - disolución tampón de fosfato 0,25 mol/l:
 KH2PO4 34 g
 agua (véase el numeral 5.2.2.2) 500 ml se ajusta a pH 7,2 ± 0,2 con solución de NaOH 1 mol/l agua (véase el numeral 5.2.2.2) hasta enrasar a 1 000 ml Se esteriliza en autoclave (véase el numeral 5.3.1)
 - yema fresca de huevo diluida al 5 % (V/V) ó 0,5 % (V/V) - polisorbato 805) 30 g/l; laurilsulfato de sodio 4 g/l; lecitina 3 g/l; - yema fresca de huevo diluida al 5 % (V/V); polisorbato 805) 40 g/l; - condensado de óxido de etileno al 7 % (V/V) en un alcohol graso; lecitina 20 g/l;
 polisorbato 805) 4 % (V/V) - condensado de óxido de etileno al 4 % (V/V) en un alcohol graso; lecitina 4 g/l - polisorbato 805) 30 g/l; lecitina 3 g/l - glicina (concentración en función de la concentración del producto sometido a
 prueba) - polisorbato 805) 30 g/l; lecitina 3 g/l - emulsión de fosfolípidos (comercialmente disponible) de 50 mg/ml (diluida al 1/10) - tioglicolato de sodio 0,5 g/l ó 5 g/l - L-cisteína 0,8 g/l ó 5 g/l
 5) Pureza para análisis, no hidrolizado conforme a con la Farmacopea Europea, volumen 1. TWEEN 80⊗ es un
 ejemplo de un producto adecuado, comercialmente disponible. Esta información se da para conveniencia del usuario de esta norma, y no constituye un respaldo por el ICONTEC a este producto.
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 - ácido tiomálico al 0,075 % (V/IV) (ajustado a pH 7 con NaOH) - tiosulfato de sodio 5 g/l; - catalasa o peroxidasa: una unidad de estas enzimas cataliza la descomposición
 de 1 µmol de peróxido de hidrógeno por minuto a 25 °C y a pH 7 - polisorbato 805) 30 g/l; saponina 30 g/l; L-histidina 1 g/l; L-cisteína 1 g/l.
 NOTA La lista de este anexo no es exhaustiva, y pueden utilizarse otros neutralizadores.
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 ANEXO C (Informativo)
 LÍQUIDOS DE ACLARADO
 Puede utilizarse cualquiera de los líquidos siguientes:
 - agua (véase el numeral 5.2.2.2) - diluyente (véase el numeral 5.2.2.4); - solución acuosa de polisorbato 805) al 0,1 % (V/V) - solución acuosa de polisorbato 805) al 0,5 % (V/V) - solución acuosa de polisorbato 805) al 0,5 % (V/V) y 0,7 g/l de lecitina - neutralizador (véase el numeral 5.2.2.5) - soluciones tampón.
 NOTA La lista de este anexo no es exhaustiva, y pueden utilizarse otros líquidos de aclarado.
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 ANEXO D (Informativo)
 EJEMPLO TÍPICO DE UN INFORME DE PRUEBA
 Determinación de la actividad bactericida básica
 a) Identificación del laboratorio de prueba . . . . . . . . . .. . Besson Test House b) Identificación de la muestra
 Nombre del producto . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .C 216 Número de lote . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 94-71-51 Fabricante .. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Centipede Formulations Inc. Fecha de entrega . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .1994-02-11 Condiciones de almacenamiento . . . . . . . . . . . . . . . . . temperatura ambiente
 y oscuridad
 Sustancia(s) activa(s) y su(s) concentración(es) (opcional) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..No indicadas
 c) Método de prueba y su validación
 Método . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. . . . . . . . Dilución-neutralización Neutralizador . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 30 g/l lecitina, esterilizado en
 el autoclave d) Condiciones experimentales
 Período de análisis . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . del 1994-02-20 al 1994-03-12 Concentraciones del producto sometido a prueba . . 2 g/l, 4 g/l y 8 g/l Temperatura de prueba . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 20 °C ± 1 °C Tiempos de contacto . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 5 min Temperatura de incubación . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 37 °C ± 1 °C
 e) Resultados de la prueba
 Véanse las Tablas D.1, D.2, D.3 y D.4.
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 f) Conclusión
 De acuerdo con esta norma el lote 94.71.51. del producto C 216 posee actividad bactericida para las cepas mencionadas de Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442 y Staphylococcus aureus ATCC 6538. Para calificar el producto como un antiséptico y/o desinfectante químico para una utilización definida, se evaluará utilizando pruebas normalizadas adicionales que sean apropiadas a la utilización específica a la que se destina.
 g) Localidad, fecha y firma de identificación
 NOTA El producto sometido a prueba, el número de lote y el fabricante se dan a título de ejemplos imaginarios.
 Tabla D.1. Verificación de la metodología y validación del método de dilución-neutralización para la concentración del producto sometido a la prueba igual a 8 g/l directamente en las
 condiciones en las que se recibe
 Recuento viable (ufc/ml
 Organismo de la prueba
 Suspensión bacteriana de la
 prueba (véase el
 numeral 5.4.1.4) (N)
 Suspensión bacteriana
 (Nv)
 véase el literal A.2)
 Control de la toxicidad del neutralizador (Nx) (véase el literal A.4.1.2)
 Control de dilución-neutralización (Ny) (véase el literal A.4.1.2)
 Pseudomonas aeruginosa 3,2 x 108 2,8 x 103 2,6 x 102 1,5 x 102
 Staphylococcus aureus 3,0 x 108 3,0 x 103 2,8 x 102 2,2 x 102
 Para las 2 cepas utilizadas en la prueba: N está comprendido entre 1,5 x 108 ufc/ml y 5 x 108 ufc/ml Nv está comprendido entre 6 x 102 ufc/ml y 3 x 103 ufc/ml Nx es igual o superior a 0,05 x Nv Ny es igual o superior a 0,05 x Nv La neutralización está validada con el neutralizador verificado para la concentración del producto sometido a la prueba igual a 8 g/l directamente en las condiciones en las que se recibe y para las dos cepas ensayadas.
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 Tabla D.2. Verificación de la metodología y validación del método de filtración sobre membrana para la
 concentración del producto sometido a la prueba igual a 8 g/l directamente en las condiciones en las que se recibe
 Recuento viable (ufc/ml)
 Organismo de la prueba
 Suspensión bacteriana de la
 prueba (véase el numeral
 5.4.1.4) (N)
 Suspensión bacteriana
 (Nv) véase el literal A.2)
 Control de filtración
 (Nx) (véase el literal A.4.2.2)
 Control de filtración del
 producto sometido la prueba (Ny)
 (véase el literal A.4.2.2)
 Pseudomonas aeruginosa
 3,2 x 108 2,8 x 103 2,6 x 102 1,5 x 102
 Staphylococcus aureus 3,0 x 108 3,0 x 103 2,8 x 102 2,2 x 102 Para las 2 cepas utilizadas en la prueba: N está comprendido entre 1,5 x 108 ufc/ml y 5 x 108 ufc/ml Nv está comprendido entre 6 x 102 ufc/ml y 3 x 103 ufc/ml Nx es igual o superior a 0,05 x Nv Ny es igual o superior a 0,05 x Nv La filtración está validada con el líquido de aclarado verificado para la concentración del producto sometido a la prueba igual a 8 g/l directamente en las condiciones en las que se recibe y para las dos cepas ensayadas.
 Tabla D.3. Resultados de la prueba: Ejemplo del método de dilución-neutralización
 Recuentos viables (ufc/ml) para la mezcla de la prueba (véase el numeral 5.5.2.3) (Na) a las concentraciones:
 Organismo de la prueba
 2 g/l 4 g/l 8 g/l Pseudomonas aeruginosa Staphylococcus aureus
 1,6 x 103 2,0 x 106
 2,0 x 102 1,5 x 103
 < 1,5 x 102 < 1,5 x 102
 Reducción de la viabilidad a la concentración de la prueba 2 g/l 4 g/l 8 g/l Pseudomonas aeruginosa Staphylococcus aureus
 2 x 104 < 1,0 x 104
 1,6 x 105 2,0 x 104
 > 2,1 x 105 > 2,0 x 105
 Tabla D.4 Resultados de la prueba: Ejemplo del método de filtración por membrana
 Recuentos viables (ufc/ml) para la mezcla de prueba (véase el numeral 5.5.2.2) (Na) a las concentraciones:
 Organismo de la prueba
 2 g/l 4 g/l 8 g/l Pseudomonas aeruginosa Staphylococcus aureus
 1,3 x 103 2,0 x 106
 2,0 x 102 1,5 x 103
 < 1,5 x 102 < 1,5 x 102
 Reducción de la viabilidad a la concentración de la prueba 2 g/l 4 g/l 8 g/l Pseudomonas aeruginosa Staphylococcus aureus
 2,5 x 104 < 1,0 x 104
 1,6 x 105 2,0 x 104
 > 2,1 x 105 > 2,0 x 105
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 ANEXO E (Informativo)
 CEPAS EQUIVALENTES
 Pseudomonas aeruginosa: ATCC 15442 CIP 103467 DSM 939 NCIMB 10421 Staphylococcus aureus: ATCC 6538 CIP 4.83 DSM 799 NCTC 10788 NCIMB 9518
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 ANEXO F (Informativo)
 EXACTITUD DEL RESULTADO DE LA PRUEBA
 Se efectuó un estudio colaborativo para determinar la exactitud del método de prueba entre diferentes laboratorios. El estudio fue llevado a cabo en 24 laboratorios en diferentes países europeos. En cada laboratorio la prueba se efectuó hasta 10 veces en días diferentes. Las pruebas se realizaron utilizando los métodos de dilución-neutralización y de filtración por membrana utilizando Pseudomonas aeruginosa como organismo de prueba. Los productos utilizados para el estudio fueron cloruro de benzalconio y fenol. Las conclusiones de los laboratorios sobre el efecto bactericida (reducción del recuento viable ≥ 105) son muy buenas a concentraciones bajas y altas, pero menos buena a niveles intermedios (véanse las Tablas F.1 y F.2).
 Tabla F.1. Porcentaje de los laboratorios que obtienen más de la mitad de sus réplicas válidas con una reducción de al menos 105 para una concentración dada de Fenol
 Concentración de fenol %
 Método de la prueba 0,5 1,0 2,0 Método de filtración por membrana 0 30 100 Método de dilución-neutralización 0 5 94
 Tabla F.2. Porcentaje de los laboratorios que obtienen más de la mitad de sus réplicas válidas con una reducción de al menos 105 para una concentración dada de cloruro de benzalconio
 Concentración de cloruro de benzalconio
 Método de la prueba 0,001 0,004 0,008 Método de filtración por membrana 10 75 90 Método de dilución-neutralización 5 50 80
 A partir de los resultados del estudio colaborativo, se calculó la desviación estándar para cada método y para cada producto. (Véase la Tabla F.3).
 Tabla F.3. Desviación estándar (σ) de la reducción logarítmica. Por método y producto
 Método de la prueba
 Producto Filtración por membrana Dilución-neutralización Fenol 0,50 0,78 Cloruro de benzalconio 1,15 1,34
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 El error máximo del resultado de la prueba (d) puede estimarse utilizando la ecuación siguiente:
 ( )n
 td
 2221 σρ x/−= (F.1)
 en donde
 d es el error máximo del resultado de la prueba t es el valor t de Student (t es igual a 1,96 cuando n es grande) n es el número de pruebas de réplica efectuados σ es la desviación estándar de la reducción logarítmica p es el error de tipo 1. Se decidió que la prueba debe proporcionar un nivel de confianza del 95 %, por lo tanto σ toma el valor 5 % n puede deducirse como una función de σ y de d utilizando la ecuación:
 ( )2
 2221
 d
 tn σρ ⋅−= / (F.2)
 Una extrapolación basada en esta hipótesis y en la ecuación (F.2) donde n está ahora expresada como una función de σ y de d se da en la Tabla F.4. APLICACIÓN DE LA TABLA F.4 De acuerdo con la Tabla F.4, las conclusiones que pueden extraerse de los resultados de las pruebas de réplica son las siguientes: Si la reducción logarítmica media es la reducción logarítmica necesaria (5 en este caso) y si la media es la reducción logarítmica observada (6 si la reducción observada es 106), es posible suponer, como se ha observado en el estudio entre laboratorios, que la desviación estándar (σ) no es mayor de 1,3.
 • Para garantizar que la reducción logarítmica media es igual a 5 con un nivel de confianza del 95 % (lo que implica una media de 6), será necesario efectuar aproximadamente 7 pruebas de réplica (n) (véase la Tabla F.4, desviación estándar σ = 1,3, y el error absoluto máximo de la reducción logarítmica es 6-5 = 1).
 Con la misma hipótesis que en el párrafo anterior, puede decirse que:

Page 30
						

NORMA TÉCNICA COLOMBIANA NTC 5150
 27
 • Si se obtiene un valor coherente de reducción logarítmica de 5 o mayor para el recuento viable a la máxima concentración, puede concluirse (con un nivel de confianza del 95 %) que la reducción logarítmica media es igual o superior a:
 3,9 si se han realizado 5 pruebas de réplica;
 donde
 ( ) ( )
 5x 22 3,196,1
 59,3 −=
 3,5 si se han realizado 3 pruebas de réplica; y 2,5 si solamente se ha realizado un prueba de réplica.
 NOTA Todas las pruebas de réplica deben llevarse a cabo utilizando subcultivos diferentes tomados del cultivo de primera generación según se ha definido en el numeral 5.4.1.2. El valor 1,3 para la desviación estándar es solamente válido para resultados de pruebas de réplica obtenidos a partir de subcultivos separados tomados del cultivo de primera generación según se ha definido en el numeral 5.4.1.2. El valor 1,3 no es válido para pruebas de réplica efectuados utilizando segundos y terceros subcultivos secuenciales a partir del cultivo de primera generación.
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 Tabla F.4
 Error absoluto máximo de la reducción logarítmica
 Desviación estándar 0,125 0,25 0,375 0,5 0,625 0,75 0,875 1 1,125 1,25 1,5 1,75 2 2,25 2,5 2,75 3
 0,5 62 16 7 4 3 2 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
 0,6 89 23 10 6 4 3 2 2 2 1 1 1 1 1 1 1 1
 0,7 121 31 14 8 5 4 3 2 2 2 1 1 1 1 1 1 1
 0,8 158 40 18 10 7 5 4 3 2 2 2 1 1 1 1 1 1
 0,9 200 50 23 13 8 6 5 4 3 2 2 2 1 1 1 1 1
 1 246 62 28 16 10 7 6 4 4 3 2 2 1 1 1 1
 1,1 298 75 34 19 12 9 7 5 4 3 3 2 2 1 1 1 1
 1,2 355 89 40 23 15 10 8 6 5 4 3 2 2, 2 1 1 1
 1,3 416 104 47 26 17 12 9 7 6 5 3 3 2 2 2 1 1
 1,4 482 121 54 31 20 14 10 8 6 5 4 3 2 2 2 1 1
 1,5 554 139 62 35 23 16 12 9 7 6 4 3 3 2 2 2 1
 1,6 630 158 70 40 26 18 13 10 8 7 5 4 3 2 2 2 2
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 ANEXO G (Informativo)
 INFORMACIÓN SOBRE LA APLICACIÓN E INTERPRETACIÓN DE LAS NORMAS SOBRE
 ANTISÉPTICOS Y DESINFECTANTES QUÍMICOS
 Esta información debe seguirse cuando se utilicen las normas sobre antisépticos y desinfectantes químicos. G.1 DIRECTRICES GENERALES PARA LA APLICACIÓN E INTERPRETACIÓN DE LOS
 MÉTODOS DE LA PRUEBA DE ACUERDO CON LAS NORMAS SOBRE ANTISÉPTICOS Y DESINFECTANTES QUÍMICOS
 a) Todas las "recomendaciones para la utilización" de antisépticos y desinfectantes químicos deben estar avaladas por resultados de pruebas sobre las propiedades bactericidas, fungicidas, esporicidas y virucidas contenidos en normas específicas que sean apropiadas para el área y el método de aplicación a las que se destina el producto.
 b) Para lograr este objetivo, los antisépticos y desinfectantes químicos deben
 someterse a un programa específico de pruebas que incluya pruebas de la fase 1, fase 2 etapa 1 y fase 2 etapa 2, excepto para las situaciones descritas en los puntos e), f) y g).
 c) Las "recomendaciones para la utilización" pueden estar avaladas por resultados
 de pruebas de fase 3, que son apropiados para el área y el método de aplicación del producto.
 d) Las diversas fases y etapas se definen como sigue:
 - fase 1 pruebas de suspensión para la actividad básica del producto - fase 2 etapa 1 pruebas de suspensión en condiciones representativas de la
 utilización del producto en la práctica. - fase 2 etapa 2 otras pruebas de laboratorio, por ejemplo, lavado de manos,
 impregnación de las manos y pruebas de superficie que simulen condiciones de utilización del producto en la práctica
 - fase 3 pruebas de campo en condiciones de utilización en la
 práctica. e) Se acepta que para ciertas aplicaciones, las pruebas de fase 2 etapa 1 y fase 2
 etapa 2 puedan suministrar suficiente información para la aplicación particular a la que se destina el producto y que las pruebas adicionales de la fase 1 pueden no ser relevantes. Para aplicaciones en las que las pruebas de la fase 2 etapa 1 y fase 2 etapa 2 (sin pruebas de fase 1) se utilizan para avalar recomendaciones para la utilización del producto, debe darse la justificación para omitir las pruebas de la fase 1. Tales
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 aplicaciones estarán indicadas ya sea en la norma misma o en la norma adicional que especifique las directrices para la aplicación e interpretación de las pruebas.
 f) Se acepta que, para ciertas aplicaciones, las pruebas de suspensión de la fase 2
 etapa 1 puedan suministrar suficiente información para la aplicación particular a la que se destina el producto, y que las pruebas adicionales de la fase 2 etapa 2 pueden no ser relevantes.
 Para aplicaciones en las que los resultados de las pruebas de la fase 2 etapa 1 (sin las pruebas de la fase 2 etapa 2), se utilicen para avalar recomendaciones para la utilización, debe darse la justificación para omitir las pruebas de la fase 2 etapa 2. Tales aplicaciones estarán indicadas ya sea en la norma misma o en la norma adicional que especifique las directrices para la aplicación e interpretación de las pruebas.
 g) Se acepta que para ciertas aplicaciones, las pruebas de fase 2 etapa 2
 conjuntamente con las pruebas de la fase 1 pueden suministrar suficiente información para la aplicación particular a la que se destina el producto, y que las pruebas adicionales de la fase 2 etapa 1 pueden no ser relevantes.
 Para aplicaciones en las que las pruebas de la fase 2 etapa 2 y sin las pruebas de la fase 2 etapa 1 se utilizan para avalar recomendaciones de utilización, debe darse la justificación para omitir las pruebas de la fase 2 etapa 1. Tales aplicaciones estarán indicadas ya sea en la norma misma o en la norma adicional que especifique las directrices para la aplicación e interpretación de las pruebas.
 h) Todas las reivindicaciones sobre propiedades bactericidas, fungicidas, esporicidas
 y virucidas de "sustancias bioactivas" deben ser avaladas por pruebas apropiadas de la fase 1.
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