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RESUMEN

La presente investigacion tuvo como objetivo evaluar las condiciones de repetibilidad vy
reproducibilidad en la produccion de discos de antibioticos elaborados por los laboratorios EMES
C.A. y MLAB C.A. Dicho estudio se enmarcé en una investigacion de tipo evaluativa y explicativa,
desarrollada bajo la modalidad experimental. Para ello, se cuantificaron los resultados de las
condiciones de repetibilidad y reproducibilidad, bajo un experimento colaborativo de evaluacion, tal
y como lo establece la norma COVENIN 2972-2:1997. Para ello, se identifico el método de
elaboracion de los discos de antibidticos, determinando seis fases significativas en su proceso, tanto
para la produccion de los discos como la elaboracion de los antibiogramas fue preciso el
cumplimiento de las normas de higiene y seguridad de los laboratorios clinicos. La unidad de
analisis, estuvo dada por el proceso de elaboracion de los discos, mientras que la poblacion fue la
cantidad de pruebas de antibiograma para el examen de los discos realizados en cada organizacion,
siendo estos 48 antibiogramas. El procedimiento estadistico se realizd cabalmente como lo indica la
norma COVENIN 2972-2:1997, para lo cual se aplico el cuestionario de ensayo interlaboratorio,
luego se midieron y tabularon los datos originales, se realizaron comparaciones de las medias y de
la dispersion intracelda, se desarroll6 la prueba de Grubb, los graficos h 'y k de Mandel, también se
realizé la prueba de Bisel Derek, y finalmente se calculo la repetibilidad y reproducibilidad como lo
indicado en la norma y también por el método de medias y rango. De acuerdo con los resultados, se
determind la inexistencia de datos atipicos, mientras que la prueba Grubb permitié discernir que no
hubo presencia de valores dudosos Yy atipicos individuales, ni en media de celda. Por su parte, los
graficos de h y k de Mandel, indicaron que los laboratorios no exhibieron patrones de resultados
consistentes con el analisis de la varianza, en donde se logr6 determinar a un nivel de confianza del
95%, que no existen diferencias significativas entre operarios y laboratorios (p valor de 0,701 y
0,586, respectivamente). Finalmente, de acuerdo con la norma COVENIN 2972- 2: 1997, se puede
indicar que el sistema de medicion fue veraz y preciso, de acuerdo con el uso, aplicacion, y el
mantenimiento de los equipos empleados para el desarrollo de los anélisis de laboratorio, en donde
se obtuvo un valor de repetibilidad y reproducibilidad de 11,39% (por la norma) y de 27,03%
(método de medias y rango), el cual puede ser considerado aceptable de acuerdo con el criterio
establecido por la norma referencial y por las referencias bibliograficas especializadas.

Palabras claves: antibiograma; norma COVENIN 2972-2:1997, laboratorio clinico, repetibilidad,
reproducibilidad.
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EVALUATION OF THE REPEATABILITY AND REPRODUCIBILITY
CONDITIONS IN THE PRODUCTION OF ANTIBIOTIC DISCS MAKE BY
LABORATORIES EMES C.A. AND MLBAB C.A.

ABSTRACT

The objective of the present investigation was evaluated the conditions of repeatability and
reproducibility in the production of antibiotic discs produced to EMES C.A. and MLAB C.A. This
study was realiced in a type evaluative and exploratory research, developed under the experimental
modality. For this, the results of the repeatability and reproducibility conditions were quantified, a
collaborative evaluation experiment, as established by the norm COVENIN 2972-2: 1997. To do
this, the method of elaborating the antibiotic discs was identified, determining six significant phases
in their process, both for the production of the discs and the preparation of the antibiograms it was
necessary to comply with the hygiene and safety standards of the laboratories. The unit of analysis
was given by the process of making the disks, while the population was the number of antibiogram
tests for the examination of the discs made in the organizations, these 48 antibiograms being. The
statistical procedure was carried out as indicated in the norm COVENIN 2972-2: 1997, was applied
the interlaboratory test questionnaire, then the original data were measured and tabulated,
comparisons of the means and the intracell dispersion were made, the Grubb test was developed, the
graphics h y k of Mandel, the test Bisel Derek was also performed, and finally the repeatability and
reproducibility were calculated as indicated in the norm and by the means and range method.
According to the results, the non-existence of atypical data was determined, while the Grubb test
allowed discerning that there was no presence of individual atypical and doubtful values, nor in the
cell average. The graphs h y k of Mandel indicated that the laboratories did not exhibit patterns of
results consistent with the test Bisel Derek, where it was possible to determine at a 95% confidence
level, that there are no significant differences between operators and laboratories (p value of 0.701
and 0.586, respectively). Finally, according to the norm COVENIN 2972-2: 1997, it can be
indicated that the measurement system was accurate and accurate, in accordance with the use,
application, and maintenance of the equipment used for the development of laboratory analyzes.
Where a repeatability and reproducibility value of 11.39% (by the norm) and 27.03% (method of
means and range) was obtained, which can be considered acceptable according to the criterion
established by the norm reference and specialized bibliographic references.

Key words: antibiogram, COVENIN norm 2972-2:1997, clinical laboratory, repeatability,
reproducibility.
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INTRODUCCION

En la actualidad, la comercializacion de los insumos y materiales han generado facilidades y
garantias en los procesos productivos, incluyendo bienes y servicios, debido a la necesidad de
adquirir estos con la alta variedad de marcas y calidades que existen en el mercado. Es alli, donde
los discos de antibidticos comerciales no solo han ofrecido variedad y disponibilidad a sus
consumidores, sino también ofrecen un alto indice de eficiencia y de calidad, permitiendo asi,
ofrecer un excelente servicio que genere la confianza necesaria para todos aquellos usuarios que

requieran los servicios de un laboratorio clinico.

En Venezuela, en diferentes escenarios se ve en riesgo la disponibilidad de los materiales
dentro de los laboratorios clinicos, por ende, es esencial la busqueda de nuevas opciones que den
solucion a dicha situacion, sin afectar el flujo de los procesos. Basado en esto, el entorno actual que
se presenta en el pais dado la inestabilidad de factores econémicos, sociales y politicos, evidencia
un panorama complicado para cumplir con la competitividad al momento de ofrecer un buen
servicio en los laboratorios, especialmente por las organizaciones EMES C.A. y MLAB C.A. La
poca disponibilidad de insumos en el mercado actual y los altos costos que representan todos
aquellos productos importados, debido a la dificultad de adquisicion de divisas, se ve reflejada en el
abastecimiento de discos de antibiéticos para desarrollar los antibiogramas en los laboratorios antes
citados. De alli el interés y la iniciativa de aportar una solucion que permita reducir los costos y
que, a su vez, pueda ser un recurso sustentable que ofrezca un alto indice de eficiencia, calidad y

disponibilidad para tales organizaciones, asi como otras interesadas en los discos de antibiéticos.

En la basqueda de la solucion a la problematica planteada, la formacion impartida bajo un
sistema de competencias y los conocimientos obtenidos durante la carrera de Ingenieria de Procesos
Industriales, asi como de los mddulos de aseguramiento de la calidad, la creacién de empresas y
negocios , de la mano con seguridad, ambiente e higiene y cursos como estadistica aplicada a los
procesos de ingenieria y disefio de experimentos, dieron a los investigadores las herramientas para
llevar a cabo el estudio de las condiciones de repetibilidad y reproducibilidad en el método de
produccion de discos de antibioticos elaborados por los laboratorios EMES C.A. y MLAB C.A.
Adicionalmente, fue necesario complementar conocimientos complejos de biotecnologias,

bioanalisis, control estadisticos de procesos y bioestadistica, logrando con ello los estandares

1



arménicos de calidad que dieron paso a sustituir los discos comerciales sin afectar ninguna variable
en los resultados de los exdmenes de antibiograma, y de esta manera ademas de solventar la
problematica en los laboratorios donde se desarrollaron los ensayos, con el fin de asegurar la
disponibilidad de los examenes de una manera rentable a los pobladores de la Victoria, y zonas

aledafias de esta regién del estado Aragua.

El trabajo se estructurd6 de manera que en el Capitulo I, se detalla la problematica de la
investigacion, considerando la informacion suministrada por la organizacion y revision documental
por parte de los autores, comprendiendo de igual manera los objetivos de la investigacion. En el
Capitulo I, se incluyen los antecedentes que permitieron la orientacion de la investigacion, esto de
la mano de los fundamentos teoricos relacionados. El Capitulo I, abarca los aspectos
metodologicos que estructuran el desarrollo de la investigacion, incluyendo las fases metodoldgicas.
En el Capitulo IV se presentan los resultados obtenidos, con base en los objetivos establecidos para
dicho trabajo y finalmente se presentan las conclusiones y recomendaciones que permitieron dar
soluciodn a la problematica planteada por los laboratorios EMES C.A. y MLAB C.A. en cuanto a la
evaluacion de la repetibilidad y reproducibilidad en el método de elaboracion de discos de

antibidtico de ciprofloxacina con una concentracion conocida de 5ug.



CAPITULO |

EL PROBLEMA DE LA INVESTIGACION

1.1. Planteamiento del problema

En el ambito mundial, las empresas de la salud juegan un papel protagonico para los
individuos en términos de calidad de vida. La mayoria de estos servicios estan representados por
hospitales, clinicas, laboratorios bioanaliticos y farmacéuticos, centros de diagnéstico integrales,
los cuales son manejados por entes gubernamentales o del sector privado, segun sea el caso
(Organizacion Panamericana de la Salud -OPS-, 1999). Tales organizaciones, deben brindar un
servicio, que ademas de satisfacer y adaptarse a las necesidades de los pacientes, deben cumplir
obligatoriamente con los estandares de calidad requeridos por los profesionales de la medicina, en
cuanto a la veracidad de los resultados provenientes de sus ensayos (Seijas y Iglesias, 2009; Leon et
al., 2015).

Los diagndsticos y tratamientos de un paciente suelen ser muy complejos, y dependen de la
sintomatologia que éste presente en un momento determinado, desde su llegada a un
establecimiento de salud hasta el momento del alta, los usuarios reciben atenciones de diversos
profesionales desde el médico tratante hasta los bioanalistas de laboratorio especializados en hacer
los estudios correspondientes y dar los resultados de los mismos (Instituto Nacional de Salud,
2002). Evidentemente, el hecho que una persona se encuentre en un centro de salud implica que se
generen diferentes procesos para obtener un diagnostico; es alli, donde el laboratorio clinico es uno
de los més importantes debido al alcance de sus analisis y orientacion que proporciona a los
profesionales de la salud, para tomar una decisién y de esa manera indicar su diagndstico y

tratamiento.

Para que los resultados de laboratorio clinico sean veraces, se debe asegurar la confiabilidad
y validez en términos de precisién y exactitud; por ello, es necesario certificar el cumplimiento

adecuado de todos los pasos involucrados en las distintas fases, desde la solicitud del examen y



toma de la muestra, tomando en cuenta todos los factores para el analisis y la adecuada

interpretacion de los resultados, hasta la emision del mismo (Leon et al., 2015).

Los laboratorios de analisis clinico representan una herramienta primordial en el ambito de
la salud; los mismos, agrupan diferentes especialidades y areas de conocimiento, tales como
bioguimica clinica, hematologia, serologia, microbiologia, inmunologia, biologia celular y
molecular, y anatomia patoldgica, todas ellas aplicadas al analisis del material biol6gico objeto de
estudio, con propositos de establecer medidas de control, ademas de suministrar informaciéon para el
diagnostico, prevencion y tratamiento de enfermedades (1SO 15189:2007; Moles et al., 2012; Ledn
etal., 2015).

Entre las pruebas microbioldgicas que desarrollan los laboratorios de analisis clinico, se
encuentra el antibiograma, este es utilizado para determinar la susceptibilidad, sensibilidad o
resistencia, que pueda poseer una bacteria con respecto a uno o varios antibioticos (Cruz et al.,
1984; Roach, 2013). Dicho examen, es realizado para orientar las decisiones en los tratamientos
requeridos sobre cada individuo, para eliminar el crecimiento de la cepa bacteriana, la cual se
sospecha que es responsable de una patologia. Este estudio, muestra un seguimiento detallado de las
especies 0 cepas resistentes a un medicamente particular. Por ende, su interpretacion permite tomar
ciertas previsiones y adoptar las medidas médicas y farmacoldgicas correspondientes. Lo anterior,
reviste de gran importancia epidemioldgica, ya que al hacer seguimiento a la evolucion de las
especies patdgenas resistentes a un farmaco en particular, se pueden tomar medidas preventivas a la
escala que el servicio ocupe (prevencion en hospitales locales, regionales, nacionales o
internacionales) (Aguila, 2016).

En el estudio de la sensibilidad a los antibidticos existen diversos métodos para su
determinacion, sin embargo, el método de difusion en agar, conocido también como método “Kirby
Bauer”, es una de las técnicas mas antiguas y continia en vigencia, siendo una de las mas utilizadas
en la rutina de los laboratorios clinicos (Sociedad Europea de Microbiologia Clinica vy
Enfermedades Infecciosas -SEMCEI-, 2012). Este, se basa en el analisis de la susceptibilidad por
difusion en discos de antibioticos de 6 mm de diametro, tal y como lo establece el Manual de
Laboratorio para la Identificacion y Prueba de Susceptibilidad a los Antimicrobianos de Patégenos
Bacterianos de Importancia para la Salud Publica en el Mundo en Desarrollo (Organizacion
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Mundial de la Salud -OMS-, 2004); dicha norma establece no colocar méas de 12 discos en una
placa de petri de 150mm de diametro, ni mas de 6 en una placa de petri de 100mm de didmetro,
para evitar la superposicion de las zonas de inhibicién. Las zonas de inhibicion, también conocidas
como halo, son el efecto del antibidtico sobre la cepa bacteriana, que es medida con instrumentos
especificos e interpretada usando el indicador de Condiciones Inhibitorias Minimas (CIM)
(Malbran, 2012).

En la Victoria, en el estado Aragua coexisten dos laboratorios: la unidad MLAB C.A. labora
desde el afio 2014, ubicado en la Calle Pdez n° 53, el cual cuenta con una estructura de dos niveles;
planta baja con acabados que garantizan las condiciones asépticas apropiadas y areas de trabajo
claramente definidas de acuerdo con las actividad a ejecutarse en la misma, linealidad de los
procesos y requerimientos sanitarios. Por su parte, la unidad EMES C.A. presta servicios desde
1996, ubicado en la Calle Juan Vicente Bolivar, dentro de las instalaciones del Hospital de Clinicas
Aragua en la misma ciudad. Ambos, cubren una amplia gama de examenes clinicos y mantienen

altos estandares de calidad, logrando asi la confianza y lealtad en sus clientes.

A pesar de que una de las principales politicas de estas organizaciones es ofrecer un servicio
de calidad, enfrentaban diversas situaciones que perjudicaban de manera directa su integridad y
6ptimo funcionamiento, en donde la disponibilidad de los insumos y la rentabilidad de los mismos
juegan un papel fundamental para mantener servicios de calidad. La adquisicion y compra de los
discos de antibidticos importados para realizar los antibiogramas no comprendia un problema para
las organizaciones en cuestion, pero debido a las circunstancias que se presentan en el pais
(econdmico, politico y social), la adquisicién de dichos discos dejo de ser factible por los elevados
costos y la dificultad de obtencion de divisas. Es por este motivo que los laboratorios EMES C.A.y
MLAB C.A. se vieron en la necesidad de producir sus propios discos para antibiograma, mediante
procesos que no perjudicaran la calidad del servicio y garantizaran la confiabilidad en los

resultados.

Basados en dichos antecedentes, las organizaciones, decidieron producir sus propios discos
de antibiodticos y dejar de depender de los importados; para ello, se apegaron a los criterios de
calidad establecidos por las normas, donde se cumplieron los requisitos fundamentales para que
tales discos contaran con la suficiente confiabilidad al ser comparadas con los resultados de las
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pruebas ejecutadas con los discos producidos por casas comerciales de renombre internacional.
Dicho cambio no es aleatorio, el mismo debia estar sometido a rigurosos controles y exigencias de
procesos y calidad, los cuales se basaron en herramientas estadisticas para determinar la correcta

veracidad del cambio de discos.

El agente bacteriolitico, conocido como ciprofloxacina, es una de las opciones facilmente
disponibles en el mercado venezolano ademéas de que actGa como bactericida en una amplia
variedad de especies patogenas, es por ello que las organizaciones lo emplean frecuentemente en los
estudios de antibiogramas. Un vial importado que contiene 50 discos de ciprofloxacina tiene un
costo de US$30 con un rendimiento de 50 unidades, para este caso los exdmenes derivados del
antibiograma tienen un costo de US$2,5 por prueba (incluyendo otros costos que integran la
prueba); por otra parte, producir 10.000 discos en la organizacion tuvo un costo de US$5,75 con un
monto en el estudio de antibiograma de US$0,57 (incluyendo otros costos que integran la prueba).
Pasar del metodo de antibiograma con discos importados al esquema de produccion dentro de las
organizaciones, representd un porcentaje de ahorro del 99,90% y un incremento significativo en el

rendimiento de los discos, previendo asi cualquier situacion de escases.

El control de estos procesos, se conoce en el entorno ingenieril como programa de garantia
de calidad. Para ello, fue necesario contar y conocer las normas que marcaron las pautas y ajustaron
las técnicas entre los diferentes laboratorios, con el fin de garantizar la uniformidad y la
confiabilidad de los ensayos a realizar (Instituto Nacional de Salud, 2002). Es alli donde la norma
COVENIN 2972-2:1997 Exactitud “Veracidad y Precision” de Métodos de Medicion y Resultados.
Parte 2: Método Basico para la Determinaciéon de Repetibilidad y Reproducibilidad de un Método
Estandar de Medicion, expresé el método basico para la determinacion de repetibilidad y
reproducibilidad de una técnica estandar de medicion, el cual garantizO la precision del
procedimiento de medicion y de esta manera fueron establecidas las condiciones que garantizaron
un proceso de calidad. Por otra parte, para laboratorios clinicos existen normas como la 1ISO 15189:
2007, que acredita y demuestra de manera objetiva e independiente el compromiso de un
laboratorio con la calidad y con la competencia técnica para la realizacidn de cualquier bioanalitico

de precision.



Cuando se hace referencia a la repetibilidad surgen ideas de la cercania entre las
derivaciones de mediciones consecutivas, donde los resultados independientes de ensayo son
obtenidos con el mismo método de medicion de ensayo, en el mismo laboratorio, por el mismo
operador, usando el mismo equipo, en un intervalo de tiempo corto; por otra parte, la
reproducibilidad hace referencia a las condiciones donde resultados independientes de ensayos son
obtenidos con el mismo método, sobre items de ensayos idénticos, en laboratorios distintos y con

operadores y equipos diferentes (Llamosa et al., 2007).

Partiendo de las premisas antes descritas, tuvo lugar la siguiente interrogante, ;Cuales son
las condiciones de repetibilidad y reproducibilidad que garantizardn el método adecuado de
elaboracién de los discos de antibidticos sin afectar la calidad de los resultados obtenidos en el

tiempo posterior a su implementacion en los laboratorios EMES C.A. y MLAB C.A.?.

1.2. Obijetivos de la investigacion

1.2.1. General
Evaluar las condiciones de repetibilidad y reproducibilidad en la produccion de discos de

antibidticos elaborados por los laboratorios EMES C.A. y MLAB C.A.
1.2.2. Especificos
1. Identificar el método de preparacién de los discos para antibiograma elaborados por los

laboratorios EMES C.A.y MLAB C.A.

2. Reconocer las condiciones de repetibilidad y reproducibilidad en la produccion de discos de
antibidticos elaborados por los laboratorios EMES C.A. y MLAB C.A.,

3. Comparar los resultados obtenidos de los ensayos de repetibilidad y reproducibilidad en la
produccidn de discos de antibidticos de acuerdo a la norma venezolana COVENIN 2972-2:1997
elaborados por los laboratorios EMES C.A. y MLAB C.A.



CAPITULO 11

MARCO DE REFRENCIA

En el siguiente capitulo se muestran estudios, documentos y articulos que poseen relacion
con el tema de investigacion, los cuales son considerados pertinentes para fundamentar el estudio,

de la mano de las bases tedricas planteadas que fundamentan la investigacion en cuestion.

2.1. Antecedentes

El trabajo de grado realizado por Salazar et al. (2017), que lleva por titulo “Analisis del
uso de antibioticos en antibiogramas de urocultivos realizados por un laboratorio clinico de la
region centro-occidental de Colombia” Dicho trabajo se desarroll6 como un estudio descriptivo-
retrospectivo, donde se recaudaron datos de urocultivos y antibiogramas que fueron realizados entre
abril del 2014 y junio de 2015; dichos datos fueron recolectados de un laboratorio clinico de la
region centro-occidente de Colombia. Posteriormente, fueron analizados 1815 reportes obtenidos de
los urocultivos y antibiogramas donde se identificaron 18 especies bacterianas, que en el 22,3% de
los casos se evaluaron y reportaron antibioticos sobre microorganismos naturalmente resistentes, en
donde Pseudomonas aeruginosa presentd mayor resistencia. Por otra parte, el antibi6tico con mayor
resistencia fue el acido nalidixico con un 66,7%, se evidencid que existe un mal manejo en cuanto a
la interpretacion de los antibiogramas frente a los organismos naturalmente resistentes. Lo cual
podria favorecer en el desarrollo de multiresistencia en microorganismos sensibles de la flora
bacteriana. Dicho trabajo se utilizo en la presente investigacion, para indagar sobre las resistencias a
antibidticos y como esta respuesta microbioldgica puede afectar las mediciones en ensayos de tipo

microbioldgico, con las consecuentes desviaciones en los resultados de una prueba.

En la investigacion realizada por Cabrera y Salas, (2017), la cual llevé por titulo “Estudio
de Repetibilidad y Reproducibilidad: caso practico” establece las definiciones basicas de
repetibilidad y reproducibilidad, por medio de la cual se calcula la variabilidad dentro de cualquier
proceso y permite determinar si las mismas son aceptables o no. En dicho estudio se indica que

existen varios metodos para calcular la repetibilidad y la reproducibilidad en distintos laboratorios.
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El mismo sirvi6é de elemento tedrico para conocer desde el punto de vista practico los estudios de
repetibilidad y reproducibilidad, ademas de evaluar las causas que originan las variaciones del

sistema o del instrumento.

En el desarrollo del trabajo de grado de Pedraza y Castellanos (2009), titulado “Estudio
comparativo de la actividad antimicrobiana de diferentes presentaciones comerciales de
antibidticos de administracion intravenosa a traves de metodos in vitro” se realizaron ensayos
para la valoracién del antibiético Cefoperazona-Sulbactam a partir del método de difusion en gel,
en donde se implanté el microorganismo Bacillus subtilis ATCC 6633 como modelo experimental
para la ejecucién de los ensayos, teniendo en cuenta factores como el tiempo de incubacion,
crecimiento del indculo, zona de inhibicién como respuesta a determinadas concentracion de un
antibiotico, sirviendo esta informacion de referencia para el control de la cepa controlada utilizada
en la presente investigacion. Partiendo de la validez de la metodologia y la realizacion de potencia
relativa, realizaron un estudio de comparacion de muestras de productos estandar USP, genéricos y
de marca, que dio como resultado que presentan la misma actividad antimicrobiana mediante
métodos in vitro y asi mismo se confirmé que son bioequivalentes. Este trabajo se utilizo, ya que el
mismo permitio conocer en mas detalles los factores como el tiempo de incubacion, crecimiento del
patdégeno, zonas de inhibicién y otros elementos claves que se emplearon en los subsecuentes

ensayos, en las organizaciones objeto de estudio.

Para finalizar este apartado, entre la literatura clasica se detalla el trabajo de Cruz et al.
(1984), titulado “Sensibilidad a los antibiéticos (Produccion de discos para pruebas de
sensibilidad a los antibidticos)”, el cual se empled en la presente investigacion, pues profundiza en
los aspectos relacionados con el tamafio del indculo, tiempo de incubacion, temperatura,
constitucion del medio, pH, atmoésfera, estabilidad del antibidtico y pureza del indculo. En este
trabajo se presenta el logro de la estandarizacion del método, con lo cual obtuvieron buena
reproducibilidad. Al igual que la situacion actual, estos autores resaltaron la necesidad de
desarrollar sus propios discos de antibioticos, debido a la dificil adquisicién de tales materiales por
la poca disponibilidad de divisas en la Costa Rica de 1983/1984.



2.2. Bases tedricas

Se entiende por microbiologia clinica, la disciplina que se ocupa del diagnostico y
seguimiento de enfermedades infecciosas, y estudios epidemiolégicos relativos a las mismas
(Lopardo, 2016). Segun Muihlhauser (2014), la microbiologia clinica tiene como objetivo principal
determinar de manera eficiente los posibles agentes etioldgico de una infeccion y asi poder
descubrir su susceptibilidad a ciertos agentes antimicrobianos (antibidticos). De alli, la importancia
de los laboratorios clinicos de ofrecer un servicio de calidad, lo mas preciso posible; el proceso de
determinacion de una enfermedad inicia con un analisis previo, en donde el médico realiza su
diagnostico basado en los sintomas, para luego emitir la orden y proceder a realizar el estudio

microbioldgico adecuado.

En el manejo clinico de una enfermedad infecciosa es preciso identificar el agente causante
y de esta manera proceder a un tratamiento; cuando se trata de organismos bacterianos el concepto

se vuelve estricto y la determinacion de ser posible debe ser especifica (Bernal y Guzman, 1984).

Una de las pruebas microbiolégicas mas demandadas dentro del area son los
antibiogramas, estos son realizados especificamente para determinar la susceptibilidad que posee
una bacteria a uno o un grupo de antibicticos (Aguila, 2016). El objetivo principal del antibiograma
es orientar decisiones terapéuticas a un individuo, sin embargo, también busca seguir la evolucion
de las resistencias bacterianas, visto desde la perspectiva epidemioldgica, para poder adoptar las
decisiones sanitarias requeridas. Es preciso considerar que se requiere el empleo de costosos
materiales de trabajo para el desarrollo del estudio, basdndose en el uso de cepas bacterianas
controladas, el medio de incubacion y los discos impregnados con el antibiotico (L6pez y Boronat,
2011; Serra, 2017).

Los antibioticos son sustancias quimicas de origen microbiano que a bajas concentraciones
inhiben el crecimiento de otros microorganismos (L6pez y Boronat, 2011), estas sustancias son
producidas por el metabolismo de organismos vivos principalmente hongos y bacterias. Estan
constituidos por un grupo heterogéneo de sustancias que poseen actividad antibacteriana con
diversos comportamientos farmacocinéticos y farmacodindmicos, lo que quiere decir que ejercen
una funcidn especifica sobre una estructura o funcion de un microorganismo (Taroco et al., 2006).

10



Por otra parte, los agentes antimicrobianos son aquellas moléculas bien sea de origen
natural, sintética o semisintética (provenientes de un organismo vivo, bacteria o hongo) las cuales
son capaces de producir la muerte o la parada del crecimiento bacteriano, hongos u virus presente

en un organismo (Gimferrer, 2011).

Entre los distintos tipos de antibidticos se encuentra la ciprofloxacina, que proviene de la
familia de las fluoroquinolonas, quimicamente similar a otras drogas de la misma familia; entre
ellas norfloxacino, ofloxacino, levofloxacino, moxifloxacino (Pinheiro, 2018). Posee, ademas, un
amplio espectro de accién segln su nivel de actividad y se utiliza para el tratamiento de diversas
infecciones; urinarias, de la préstata, en la piel y tejidos blandos, gastrointestinales, respiratorias y

diarreas bacterianas (Suarez y Vera, 2011).

La ciprofloxacina inhibe la sintesis del ADN bacteriano; posee un espectro antimicrobiano
que incluye bacilos Gram negativos entéricos y presenta escasa actividad frente a patdgenos Gram
positivos y anaerobios (Comité de Medicamentos de la Asociacion Espafiola de Pediatria -
Pediamécum-, 2015). Estos antibidticos no funcionan para combatir resfriados, influenza u otras
infecciones virales. Usar antibidticos cuando no son necesarios aumenta su riesgo de contraer una

infeccion mas adelante, que se resista al tratamiento con antibidtico.

Para realizar el estudio de antibiograma existen varios métodos, entre ellos y para los efectos
de la presente investigacion se desarrolla el método en difusion en agar, también conocido como
método Kirby-Bauer, este es un estudio de susceptibilidad por difusion en disco, un procedimiento
cualitativo utilizado por diversos laboratorios clinicos en la actualidad. Consiste en depositar el
microorganismo, en una superficie de agar Muller Hinton, elegido por el procedimiento
normalizado por el Subcomité sobre Pruebas de Susceptibilidad Antimicrobianas del Instituto de
Normas Clinicas y de Laboratorio (CLSI), el cual fue vertido dentro de una placa de Petri, para
luego colocarse los discos de papel cargados con el antibidtico (Sociedad Europea de Microbiologia
Clinica y Enfermedades Infecciosas -SEMCEI-, 2012).

El antibidtico expulsado por los discos formara un gradiente de concentracion y al
transcurrir un periodo de tiempo entre 18 y 24 horas en estado de incubacidn, se presentaran los
discos rodeados por una zona de inhibicién; dicha concentracion del antibi6tico presente en la
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interfase del agar entre las bacterias que se encuentran en crecimiento y las inhibidas, se denota
como “concentracion critica” la cual se aproxima a las Condiciones Inhibitorias Minimas (CIM)
(Picazo, 2003).

Si bien este método es uno de los mas utilizados en la actualidad para los estudios de
antibiogramas, no permite una lectura directa para el valor de la condicion inhibitoria
minima. Segun Cercenado y Saavedra (2009), la Condicion Inhibitoria Minima (CIM), es la
dilucién mas baja de antimicrobiano en la que no se observa crecimiento bactriano. Es un factor que
hace referencia a la concentracion més baja de un antibiético capaz de inhibir el crecimiento de una
determinada cepa bacteriana y siendo diferente para cada especie de bacteria. Es por ello, que para
su cuantificacién se realiza un contraste con otro método de sensibilidad previamente determinado
con un gran numero de cepas de CIM conocidas, para minimizar el margen de error (TP-
Laboratorio Quimico, 2018).

Existen diametros de inhibicién estandarizados para cada antimicrobiano, expresados en
milimetros, con los cuales se realiza la lectura de los halos de inhibicion, estos se interpretan con
tres posibles opciones: Sensible (S), Intermedia (I) o Resistente (R) (Roach, 2013). Para la
realizacion del método de “Kirby-Bauer” se deben tener en cuenta algunos insumos y materiales
indispensables para el desarrollo de las pruebas de antibiogramas a través del método anteriormente

explicado, entre ellos se encuentran:

Placa de Petri: es un recipiente con forma circular elaborado en vidrio o en plastico, que
puede poseer diversos didmetros con un fondo bajo y tapa de un diametro un poco méas grande que
la placa para ser colocada encima (TP-Laboratorio Quimico, 2018). Pueden ser utilizadas con un

medio de cultivo agar o para alojar una cepa pura.

Medio de cultivo (agar): es una sustancia gelatinosa, polisacarido sin ramificaciones
obtenido de la pared celular de varias especies de algas de los géneros Gelidium sp, Euchema sp y
Gracilaria sp, entre otros. Es un elemento solidificante el cual es empleado para la preparacion de
cultivos, se licua en su totalidad a la temperatura del agua hirviendo (100°C) y se solidifica

aproximadamente a unos 40°C. Algunos medios poseen diferentes materiales de enriquecimiento
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como pueden ser hidratos de carbono, sangre completa, suero, bilis, entre otros (Cruz et al., 1984;
Casado et al., 2012).

Para efectos del antibiograma se utiliza especificamente el medio de cultivo Agar Mueller
Hinton, el cual posee una baja concentracion de iones divalentes. Es recomendado para este tipo de
estudios porque en él se reproducen la mayor parte de las bacterias patdgenas; para su uso y
estandarizacion entre laboratorios es utilizado debido a que las diferencias entre los distintos lotes

comercializados son muy pocas (Picazo, 2003).

Discos de antibidticos: son discos de papel filtro, los cuales estdn impregnados con una
concentracion definida de algin agente antimicrobiano. Dichos discos son utilizados para la
evaluacion semicuantitativa de la susceptibilidad in vitro de alguna bacteria a dichos agentes
antimicrobianos (Bio-Rad, 2011). Estos deben estar estériles al momento de la impregnacion del
antibidtico, la esterilizacion, no es mas que el proceso en el cual se consiguen eliminar todas las
formas de vida microbianas (bacterias y hongos, entre otros) dentro de un ambiente u objeto.
Debido a que este proceso representa un papel importante en los laboratorios por la necesidad de
evitar contaminacion en los espacios y materiales e insumos de estas organizaciones, existen
diversos meétodos para poder llevar a cabo la esterilizacion, de tipo fisico (calor humedo, seco o
radiacion) y los de tipo quimico por uso de sustancias y soluciones (gases, acidos, otros) (Vignoli,
2004).

Los halos de inhibicion son aquella zona ubicada alrededor de un disco de antibidtico
presente en una placa inoculada, en la cual no se presenta crecimiento bacteriano (IQUIMICAS,
2014). La medicion de los halos se realiza por la parte trasera de la placa de Petri, previamente
incubada, donde se procede a determinar el tamafio de la circunferencia que se encuentra alrededor

del disco de antibidtico a través de un instrumento de medicion (Garcia, 2014).

La inoculacién se refiere a la incorporacion de una sustancia en un organismo; es un
proceso mediante el cual se introduce un agente infeccioso en un organismo, o lugar, que carece del
agente patogeno (Cerra et al, 2013). Cultivar un microorganismo significa promover

intencionalmente su desarrollo en un medio de cultivo predeterminado y condiciones establecidas.
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La formacion de colonias visibles en los medios de cultivo permite diferenciar a los

microorganismos y detectar contaminantes en los cultivos puros (Correa y Torres, 2015).

Una cepa, es un conjunto de células homogeneas o clones que nacen de la reproduccion de
una célula unica seleccionada y aislada; o células que descienden de un Unico aislamiento de un
cultivo puro, por lo general a partir de una colonia, no necesariamente un clon (Rojas, 2016). En
términos coloquiales son aquellas colonias puras de bacterias; mientras que las cepas ATCC son
materiales de referencia con certificado biolégico, microorganismos utilizados para el control de
calidad en microbiologia, obtenidos de una coleccion de referencia (Rojas, 2016). Sus
caracteristicas genotipicas y fenotipicas garantizan la identidad de la bacteria y al tener esta
documentacion, el laboratorio evitard realizar pruebas adicionales para la identificacion de las

cepas, lo que se traduce en ahorro de tiempo y recursos (MDM-Cientifica, 2017).

Para efectos de la investigacion se trabajo con una cepa estandarizada de estafilococo
dorado (Staphylococus aureus) la misma pertenece a la familia de bacterias Staphylococcaceae. Es
inmovil, posee forma esférica y puede aparecer en parejas, cadenas o racimos, posee un tamafio
entre los 0.8 y 1.5 micro didmetro (Sociedad Venezolana de Microbiologia, 2002). Se hospeda en
humanos y animales de sangre caliente y puede sobrevivir durante semanas en cadaveres, tejidos y
érganos de animales; y durante dias, en la piel, suelos y superficies de objetos metalicos y vidrios.
La transmisién puede producirse principalmente por ingesta de alimentos contaminados con la
bacteria o por contacto con superficies infectadas (heridas); obteniendo como resultado infecciones
locales de la piel e infecciones internas como meningitis, neumonia, osteomielitis o artritis séptica,
estas pueden llegar a ser mortales (Instituto Nacional de Seguridad e Higiene en el Trabajo —
INSHT-, 2012).

Para el desarrollo técnico se deben recalcar los términos destacados por La norma
COVENIN 2972-2:1997 “Exactitud (Veracidad y Precision) de Métodos de medicion y resultados”.

Veracidad y precision de métodos de medicion

Partiendo del motivo de estudio, es importante tener en cuenta que existen condiciones
necesarias para garantizar la calidad en el proceso de produccidn, siendo estos la repetibilidad y la
reproducibilidad. Ambos, son principios basicos del método cientifico, donde se busca verificar
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experimentos y de esa manera establecer estandares de medicién. Es por ello que ambos métodos se

consideran importantes para la comprobacion de hipétesis en diversas disciplinas (Matos, 2018).

La norma COVENIN 2972-2:1997, utiliza los términos veracidad y precision para describir
la exactitud de un método de medicién, dentro de ella se considera a la estimacion de la precision
mediante la desviacion estandar de repetibilidad y la desviacion estandar de reproducibilidad. Los
datos obtenidos en los experimentos para estimar la precision se utilizan, para estimar la veracidad.
Esta norma, amplifica los principios generales que son considerados en el disefio de experimento
para la estimacion numérica de la precision de métodos de medicién, por medio de ensayos
colaborativos interlaboratorios. En la estimacion de la precision del método de medicion, se provee
una descripcion detallada para el método de uso rutinario, orientando a todo el personal involucrado
con los ensayos. En la Figura 1 (partes 1 y 2), se describe de forma esquematica los pasos

principales para desarrollar el analisis estadistico.

Los estudios deben realizarse solo en variables de tipo continua, que dan un solo valor como
el resultado del ensayo, aun cuando este Unico valor puede resultar del calculo de un conjunto de
observaciones. Para ello, se debe garantizar que la veracidad y precision del método de medicidn, se
tomaron en cuenta oportunamente. EI método debe ser aplicado a procedimientos normalizados que
son empleados con regularidad en los laboratorios. Las condiciones para la aplicacion del método
basico en cuanto a la estimacion de la precision, se fundamenta en: a) el requerimiento de
determinar la desviacion estandar de repetibilidad y reproducibilidad, b) los materiales a ensayar
son homogéneos, ¢) los efectos de su heterogeneidad pueden ser incluidos dentro de los valores de

precision, d) cuando es aceptable el uso de un ensayo balanceado de nivel uniforme.
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Figura 1. Diagrama de los pasos principales en el analisis estadistico (Parte 1).
Fuente: Norma COVENIN 2972-2: 1997.
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Figura 1. Diagrama de los pasos principales en el analisis estadistico (Parte 2).

Fuente: Norma COVENIN 2972-2: 1997.
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Estimacion de los parametros del modelo basico.

Para la estimacion de la exactitud de un método de medicidn, es util asumir que el resultado
Y de cada ensayo, es la suma de tres componentes: la media general (u), el componente de sesgo
del laboratorio bajo condiciones de repetibilidad (B) y del error aleatorio que ocurre en cada

medicion (g). En la practica, los valores exactos de la deviacion estdndar no son conocidos, la
estimacion de valores de precision se hacen basados en una muestra pequefia de todos los
laboratorios, y dentro de cada uno de los laboratorios seleccionados, solo se toma una muestra
pequefia de los posibles resultados. En la practica estadistica el verdadero valor de la desviacion

estandar (o) no es conocido y debe ser estimado con un valor basado en una muestra.

Requisitos para un ensayo de precision.
El método béasico, establece que se deben realizar g lotes de materiales, representando q
niveles diferentes de ensayos, los cuales son enviados a p laboratorios que tienen exactamente n

réplicas de resultados, este tipo de ensayos se denominan balanceado de nivel uniforme.

Para el desarrollo de los ensayos de precision se deben cumplir obligatoriamente las
siguientes instrucciones: a) revision preliminar de los equipos, b) intervalos de tiempo, c)
operadores, d) los n ensayos deben ser ejecutados de manera independiente, €) los g grupos de n
mediciones deben ser ejecutados en periodos de tiempo cortos, f) las mediciones de los g niveles
deben realizarse por el mismo operador, g) establecer los limites de tiempo para todas las
mediciones y h) todas las muestras deben estar marcadas claramente con el nombre del experimento

y la identificacidn correspondiente.

Seleccion de los laboratorios

Para los propositos de la norma, se denomina laboratorio a la combinacion de operador,
equipo y lugar de ensayo. Un lugar de ensayo (lo que comunmente se sefialaria como un
“laboratorio”), puede dar lugar a varios laboratorios si se puede proveer a varios operadores,
conjuntos independientes de equipos y sitios de trabajo. Las labores dentro de cada laboratorio
deben ser desarrolladas por operarios, quienes deben ejecutar las mediciones de acuerdo al método
estandar de medicion. Para ello, es necesaria la correcta seleccion del método que permita analizar

adecuadamente los datos.
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Evidentemente el escenario anterior, establece que los datos deben ser considerados como
un problema estadistico, y por tanto deben ser tratados por un experto en el area, para desarrollar los
métodos y asi llegar a las conclusiones derivadas de los ensayos de precision. Es por ello, pertinente
contextualizar una serie de definiciones que faciliten las labores correspondientes al ejercicio
estadistico.

La repetibilidad, se define como la precision bajo condiciones de repetibilidad, lo que
conlleva a la definicién de condicion de repetibilidad, siendo la proximidad de concordancia que
existe entre diversos resultados obtenidos en mediciones sucesivas con el mismo método de
medicion, las mismas condiciones y el mismo observador; en términos cuantitativos la repetibilidad
es vista como la dispersion caracteristica de los resultados (Portuondo y Portuondo, 2010). Desde el
punto de vista estadistico, es denotada como r y su valor es expresado como una proporcion (Figura
2).

Repetibilidad

Figura 2. Representacion estadistica de la repetibilidad.
Fuente: Portuondo y Portuondo (2010).

Cuando un valor de repetibilidad es uno, quiere decir que la medida es perfectamente
consistente y repetible, y que el operador encargado de la medicion no cometio ningan error en el
proceso (Senar, 1999). De lo anterior deriva, la desviacion estdndar de repetibilidad, que es una
medida de dispersion de la distribucion de los datos resultantes de ensayo bajo condiciones de
repetibilidad. De esta misma manera se pueden definir a la varianza de repetibilidad o de
intralaboratorio y al coeficiente de variacion de repetibilidad. Finalmente, el limite de
repetibilidad es el valor maximo, con una probabilidad de 95%, de la diferencia absoluta entre dos

resultados de ensayo obtenidos bajo condiciones de repetibilidad.
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Por su parte, la reproducibilidad es la precisién bajo condiciones de reproducibilidad, lo
cual hace referencia a la condicidn de reproducibilidad siendo esta la proximidad de concordancia
que existe entre los resultados de mediciones realizados sucesivamente, pero bajo condiciones de
medicion diferentes; entre las condiciones que cambian se encuentran, el principio y el método de
medicion, el observador, instrumento de medicidn, patron de referencia, lugar, tiempo, entre otros
(Portuondo y Portuondo, 2010). De lo anterior deriva la desviacién estandar de reproducibilidad
la cual es la desviacion estandar de los resultados de ensayos obtenidos bajo condiciones de
reproducibilidad. Finalmente, el limite de reproducibilidad es el valor maximo, con 95% de
probabilidad, de la diferencia absoluta entre dos resultados de ensayos obtenidos bajo condiciones

de reproducibilidad (Figura 3).

Reproducibilidad

Condicion

Figura 3. Representacion estadistica de la reproducibilidad.
Fuente: Portuondo y Portuondo (2010).

Los estudios de repetibilidad y reproducibilidad encuentran aplicacion en los procesos de

evaluacion, validacion y andlisis de las mediciones, estas aplicaciones son entre otras:

e Evaluacion de ensayos de aptitud,

e Validacion de métodos de calibracion,

¢ Andlisis de comparaciones inter-laboratorio,

e Evaluacion de la incertidumbre de medicion,

e Evaluacion de cartas de control,

e Conocer la variabilidad de mediciones e instrumentos,

e Evaluacion de la deriva (estabilidad) de instrumentos.

Siguiendo con los enunciados basicos, es necesario definir al sesgo, dicho término posee

tres categorias dentro de la investigacion. EI primero se refiere a la diferencia entre el promedio de
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los resultados de un ensayo y el valor de referencia aceptado, considerado como un error
sistematico total con respecto al valor de referencia aceptado. El segundo es el sesgo de un
laboratorio, siendo la diferencia entre el promedio de los resultados de ensayos de un laboratorio
en particular y un valor de referencia aceptado. Y el tercero, es el sesgo de un método de medicion
definido como la diferencia entre el promedio de los resultados de un ensayo obtenido de todos los
laboratorios usando dicho método y un valor de referencia aceptado, estos resultados comprenden el

valor de una caracteristica obtenida al ejecutar un método de ensayo especifico.

Por otra parte, se tienen los resultados de ensayos independientes, estos son los
resultados obtenidos en una forma no influenciada por cualquier resultado previo sobre el mismo
objeto de ensayo. Teniendo en cuenta el nivel de ensayo en un experimento de precision, el cual
se define como el promedio general de los resultados de los ensayos de todos los laboratorios para

un material en particular.

La norma COVENIN 2972-2:1997 también hace referencia exclusivamente a los métodos
de medicion que proporcionan resultados Unicos dentro de una escala continua de valores, pero
dicho valor puede provenir de un célculo realizado partiendo de un grupo de observaciones. La
norma en cuestion expresa la exactitud de los métodos de medicion de resultados, siendo este
término la proximidad de la concordancia entre un resultado de ensayo y el valor de referencia
aceptado. Dicho término al ser aplicado a un grupo de resultados de ensayos, involucra una
combinacion de componentes aleatorios y de un error sistematico comin o de un componente

sesgado.

La exactitud comprende los términos veracidad y precision, siendo la veracidad la
proximidad de concordancia entre el valor promedio obtenido a partir de una larga serie de
resultados de ensayos y un valor de referencia aceptado. La medida de veracidad es usualmente
expresada en términos de sesgo. La precision se define como la proximidad de la concordancia
entre resultados de ensayos independientes obtenidos bajo condiciones estipuladas. La precision
depende solamente de la distribucion aleatoria de los errores y no guarda relacion con el verdadero
valor o el valor especificado. La medida de precision es usualmente expresada en términos de
imprecision y es calculada como una desviacion estandar de los resultados de un ensayo. Una
menor precision es reflejada por una mayor desviacion estandar.
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Los experimentos colaborativos de evaluaciébn, comprenden experimentos
interlaboratorios en los que se evaltan el desempefio de cada laboratorio usando el mismo método
estandar de medicion sobre muestras identicas, la norma (COVENIN 2972-2:1997) denota
herramientas estadisticas y pruebas para el analisis de los datos, entre ellos el examen critico el
cual consiste en un analisis sistematico del método por el cual se ponen de manifiesto las
deficiencias existentes y las posibles mejoras de este. El objetivo del examen es identificar valores
atipicos u otras irregularidades de sus resultados que sean independientes de la actitud y nivel del
analista de métodos. Un valor atipico es un dato dentro de un conjunto de observaciones que no €s

consistente con los demés valores del conjunto.

Estos datos atipicos existen sobre los valores observados, los cuales conllevan el valor de
una caracteristica, obtenidos como resultados de una Unica observacion. Luego de aplicado el
examen critico, e identificada o no la presencia de valores atipicos, se proceden a aplicar pruebas
estadisticas que involucra la norma COVENIN 2972-2:1997, se realizan las comparaciones
pertinentes. Para ello existe un valor de referencia aceptado, el cual no es mas que el valor que
sirve como una referencia de comparacion previamente acordada, y que es determinado como un: a)
valor tedrico basado en principios cientificos, b) basado en el trabajo experimental de una
organizacion nacional o internacional, ¢) un valor consenso o certificado, basado en un trabajo
experimental en colaboracién de varios laboratorios o d) la media de la cantidad medible en los

literalesa, b o c.

Los valores obtenidos de estos ensayos (Tabla 1), se analizaron mediante distintas pruebas y
herramientas estadisticas entre ellas encontramos la prueba de normalidad. La distribucién normal
(también conocida como distribucion gaussiana), es aquel modelo continto utilizado en el ambito
estadistico, ya que muchas variables de interés general pueden describirse mediante esta
distribucion (Pértegas y Pita, 2001). Con esta herramienta se puede realizar el célculo de la
probabilidad que existe para varios valores de ocurrir en un rango determinado. Resulta ser el
modelo continuo mas importante en estadistica por su aplicacion directa y por sus propiedades, que
han permitido el desarrollo de numerosas técnicas de inferencia estadistica (Diaz y Fernandez,
2001).
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Dicha distribucién esta determinada por dos parametros, los cuales son su media y su

desviacion estandar ([ y o); expresada en la norma por la Ecuacion 1.

flx) = %exp [_ ':x:;_f}h] donde — o0 < x < +oo (Ecuacion I)

~

Entre las pruebas de normalidad encontramos la prueba de Shapiro-Wilk, es un contraste de
normalidad utilizado para demostrar si ciertos datos determinados (X1, X2, ...., Xn.), fueron
recolectados de una poblacion normal, donde dichos parametros de distribucién no tienen por qué
ser conocidos). El objetivo principal de esta prueba es determinar con base en la informacion
suministrada por la muestra, si se puede decir que la poblacién de origen sigue una distribucién
normal. EI método consiste en ordenar la muestra de menor a mayor, obteniendo el nuevo vector
muestral (X1, X2, ...., Xn.), siendo xj el j-ésimo valor muestral tras haber ordenado los datos,
posteriormente se procede a calcular el estadistico de contraste. Luego de determinar el estadistico
W, se procede a tomar la decision entre la hipdtesis nula, la cual es: “la muestra proviene de una
poblacion normal” versus la hipétesis alternativa “la muestra no proviene de una poblacion normal”

(Jiménez, 2006).

La prueba de normalidad de Ryan-Joiner (similar a Shapiro-Wilk, segin MINITAB® v.
17) evalta la normalidad calculando la correlacién entre los datos y las puntuaciones normales de
los mismos. Si el coeficiente de correlacion se encuentra cerca de 1, es probable que la poblacién
sea normal. Este estadistico evalUa la fuerza de esta correlacion; si se encuentra por debajo del valor
critico apropiado, se rechaza la hipétesis nula de normalidad de la poblacion (MINITAB® INC.,
2017). Esta prueba es similar a la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk, la cual fue descrita

anteriormente.

De igual manera se realizé una prueba de homogeneidad de la varianza utilizando la prueba
de Bartlett, la cual es la mas comun para probar la homogeneidad de la varianza. Cuando la

hipétesis nula es cierta, el estadistico tiene distribucion chi cuadrado x* con k —1 grados de

libertad; cuando se realiza un muestreo en poblaciones normales la aproximacion suele ser buena
para muestras pequefias. No requiere tamafio de muestras iguales y presenta sensibilidad a

alejamientos del supuesto de normalidad. Cuando se tiene fuerte evidencia de que los datos
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pertenecen a una distribucion normal la prueba de Bartlett tiene un buen desempefio (Correa et al,
2006).

Célculo de la media general y varianzas
El método de analisis adoptado en la norma, en las secciones 7.2; 7.3 y 7.4, involucran la
estimacion de la media my la precision para cada nivel por separado. Los resultados de los calculos

son expresados en una tabla para cada valor de j.

Calculo de la media general m;

Para el nivel j, la media general se calcula como lo indica la Ecuacion Il.

p —
Ef:i“fj!"ij

P (Ecuacion 1)
Ei:infj

m_,f- = }!j =

Donde n,; es el nimero de resultados de ensayos en la celda del laboratorio i al nivel j. ¥;;es la

media de celda (calculada como lo indica la seccion 7.2.9 de la norma COVENIN 2972-2: 1997).

Calculo de varianzas

La varianza de repetibilidad [sﬁjj se calcula como lo indica la Ecuacion llI.

2 _ E?:j_{nf}_ 1}55

55 = Ecuacion 11
rj TP (mg-1) ( )

Donde: s7; es la varianza entre celdas

La varianza entre laboratorios (sf}-j se calcula como lo indica la Ecuacion V.

2 2
Sdj~5rj L,
Sfj=% (Ecuacion 1V)
t'l.j
- S S v = _ =42 ‘2 .
Donde: sg; = i (¥:; — ¥;) (Ecuacioén V);
o 2
= 1 e Ef:i“f} i
donde:M;; = — | Nii — =5 — Ecuacién VI
5 o |2 T | )
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Nota: si, debido a efectos aleatorios, un valor negativo para esta varianza es obtenido de estos

céalculos, el valor debe asumirse igual a cero.

La varianza de reproducibilidad (s3,) es: Sz; = s;; +s7; (Ecuacion VII)

Donde: .S‘,Ej es la varianza de repetibilidad y Sfj es la varianza de interlaboratorio

Pruebas estadisticas para datos atipicos

Basados en las Normas COVENIN 2972-2:1997 se deben realizar una serie de pruebas para
verificar la calidad de los datos suministrados por los laboratorios. A continuacion, se colocan las
secciones a las que esta norma hace mencion a dichas pruebas. En este sentido, se llevé a cabo la
prueba de Cochran en el laboratorio clinico que obtuvo mayor variabilidad, esta es utilizada para
comprobar la igualdad de varias muestras en relacion a una variable dicotémica. Dicha prueba es
considerada equivalente a la prueba de Mc Nemar, pero en este caso para mas de dos poblaciones;

el contraste de la hipotesis posee como hipdtesis nula la igualdad de proporciones (Correa et al,

2006).
El estadistico de prueba de Cochran (g), viene dado por:
max{s?} .,
= 3 (Ecuacion VIII)
s

Donde: max{s?}, es la desviacion estandar mas alta en el conjunto.

Existen diversas pruebas estadisticas capaces de confirmar la sospecha de valor atipicos en
una poblacion, estas parten en el ordenamiento de los datos y la verificacion de los valores
extremos. Entre ellas se encuentra la prueba de Grubb, esta es Gtil para la toma de decisiones
estadisticas en términos de aceptacién y rechazo de valores atipicos. Verifica la desviacién estandar
de todas las medias, eliminando de todo el rango de distribucion de valores las medias mas altas y
mas bajas (Monrroy, 2005). Para poder llevar acabo la prueba se procede principalmente a ordenar
los datos de manera creciente para luego definir si el valor mas pequefio o el mas grande son
sospechosos de ser atipicos, posteriormente se calcula la desviacion estandar de todos los datos; se

selecciona el riesgo a tomar para un falso rechazo. Se calcula el valor correspondiente para poder
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compararlo luego con el valor tabulado y asi verificar si el valor calculado con el riesgo definido es

mayor que el valor tabulado.

De igual manera se utilizaron técnicas graficas de consistencia como los estadisticos h y k
de Mandel, donde el estadistico h representa la consistencia interlaboratorio y el estadistico k
representa la consistencia intralaboratorio. El andlisis de los graficos h y k pueden indicar que
laboratorios especificos exhiben patrones de resultados que son diferentes de los otros en el estudio
(COVENIN 2972-2:1997).

Dichos estadisticos vienen dados por las siguientes ecuaciones:

Fij=¥i - sijyPj >
hij =~ . (Ecuacion 1X) k;; =——==(Ecuacion X)
[—2 Epf = ._S.a2 I S?'
b1 =, (¥ij—¥j) ) J

N

Métodos para la determinacion de la repetibilidad y reproducibilidad

Los métodos aceptables para la determinacién de estudios de repetibilidad y reproducibilidad se
basan en la evaluacion estadistica de las dispersiones de los resultados, ya sea en forma de rango
estadistico (maximo - minimo) o su representacion como varianzas o desviaciones estandar, estos

métodos son:

Rango

Este meétodo permite una rdpida aproximacion a la variabilidad de las mediciones, no
descompone la variabilidad en repetibilidad y reproducibilidad, su aplicacién tipica es como el
método rapido para verificar si la relacion de repetibilidad y reproducibilidad no ha cambiado.
Measurement Systems Analysis —MSA- (2010), indica que es capaz de detectar sistemas de
medicion no aceptables el 80 % de las veces con una muestra de solo 5 mediciones y el 90 % de las

veces con una muestra de apenas 10 mediciones.
Promedio y Rango

Este método permite una estimacion tanto de repetibilidad como reproducibilidad, sin embargo,

no permite conocer su interaccion, esta interaccion entre la repetibilidad y la reproducibilidad o
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entre el instrumento y el operador puede conocerse en caso de que exista con el método del analisis

de la varianza.

En cuanto a la interpretacion de los resultados obtenidos de la repetibilidad y reproducibilidad

mediante este método, se toman en cuenta ciertos criterios, los cuales se encuentran descritos en la

investigacion de Llamosa et al., 2007, siendo los que se describen a continuacion:

Si % Ry R <10% el sistema de medicion es considerado como aceptable.

Si10% <% Ry R < 30% el sistema de medicién puede ser considerado aceptable segln su
uso, aplicacion, costo del instrumento de medicidn, costo de reparacion.

Si % Ry R > 30% el sistema de medicidn es considerado como no aceptable, es decir que se
requiere de mejoras en cuanto a los operadores, equipos, métodos, condiciones, entre otros

factores.

Posterior a realizar el analisis de la informacion que resulta del estudio de repetibilidad y

reproducibilidad, es posible evaluar los factores que generan la variacion del sistema o del

instrumento, de alli los siguientes criterios (Llamosa et al., 2007):

Si la repetibilidad es mayor a la reproducibilidad, existen las siguientes posibles causas:

(a) Es posible que el instrumento necesita mantenimiento.

(b) El equipo requiere ser redisefiado para ser mas rigido.

(c) El montaje o ubicacion donde se realizan las mediciones necesita ser mejorado y/o,
existe una variabilidad excesiva entre las partes.

Si la reproducibilidad es mayor que la repetibilidad, existen las siguientes posibles causas:

(@) El operador necesita adiestramiento en la utilizacion y manejo para leer el instrumento.

(b) Los datos arrojados por el instrumento no son claros.

(c) No se han mantenido condiciones de reproducibilidad (ambientales, montaje, ruidos,

etc.)

(d) El instrumento de medicidn presenta deriva.

Andlisis de la varianza (ANAVAR) (prueba de Bisel Derek)

Segun Portuondo y Portuondo (2010), las ventajas de la técnica de ANAVAR comparada con el

método de Promedio y Rango son:
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Es posible manejar cualquier arreglo o estructura experimental,
Es posible estimar las varianzas mas exactamente,
Se obtiene mayor informacion de los datos experimentales,

Permite conocer la interaccion entre la repetibilidad y la reproducibilidad.

Las desventajas son que su computacion numérica es mas compleja, sin embargo, puede ser resuelta

mediante el uso de herramientas de andlisis de datos.

Analisis Numérico

El analisis numérico se realiza mediante el calculo de las componentes individuales de
repetibilidad y reproducibilidad, para posteriormente obtener la combinacion de repetibilidad y
reproducibilidad como la raiz cuadrada de la suma de varianzas de repetibilidad (variabilidad
interna promedio) y reproducibilidad (variabilidad entre condiciones). Al analizar la informacion
que arroja el estudio de repetibilidad y reproducibilidad es posible evaluar las causas que originan la

variacion del sistema, o0 sus componentes.

La norma ISO 15189:2007

Esta norma, es dedicada directamente a los laboratorios de analisis clinicos en la cual se
especifican los requisitos generales para su competencia técnica. Este documento establece que los
laboratorios clinicos son esenciales para el cuidado de los pacientes, por lo tanto, deben estar
disponibles para cubrir las necesidades de todos los pacientes y del personal clinico responsable del
cuidado de dichos pacientes. Entre los servicios dispuestos por estas organizaciones, se incluyen las
solicitudes de evaluacién, preparacion e identificacién del paciente, recoleccién y transporte de
muestras para su posterior almacenamiento y analisis. Adicionalmente, se debe garantizar la
correcta interpretacion, validacion, reporte y notificaciones subsecuentes, reguardando las

consideraciones de seguridad y ética en el trabajo del laboratorio clinico.

Para finalizar con el apartado tedrico, es importante definir diagrama de flujo, el cual es una
de las herramientas fundamentales para la identificacién de las etapas claves del proceso, este
representa graficamente un proceso determinado. Cada etapa es representada mediante un simbolo
especifico, el cual posee una breve descripcion de dicha etapa. Dichos simbolos estan unidos por
flechas las cuales indican el sentido o direccién del proceso, esta herramienta busca facilitar la
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rapida comprension de cada etapa y su relacion con las demas, teniendo en cuenta que existen casos
en donde pueden desarrollarse dos etapas al mismo tiempo, es decir graficamente se colocan las
figuras correspondientes una dentro de la otra y de esta manera generar una operacion combinada

(Martinez, 2005) (Figura 4).

O Operacion/Actividad: Cambio de las caracteristicas
fisicas o quimicas de un producto u objeto.

Inspeccion: Examinar o verificar la cantidad o la
calidad de cualquiera de las caracteristicas
involucradas en el proceso.

Transporte: Traslado de un lugar a otro.
Normalmente se consideran distancias >= 1,00m

se mantiene inmavil en un area particular.

v Almacenamiento: Cuando un objeto o producto

Figura 4. Simbologia empleada para la elaboracion de los diagramas de flujo.
Fuente: Martinez, 2005.

29



CAPITULO III
MARCO METODOLOGICO

Luego de identificar el problema, se debid conocer la metodologia que permitié a los
investigadores alcanzar los objetivos del investigacién, para esto, se recurrio al desarrollo del
marco metodoldgico, el cual integra el conjunto de pasos, técnicas y procedimientos empleados
para formular y dar soluciones al problema planteado (Arias, 2006). En la presente seccion, se
determina el tipo y disefio de la investigacion, la unidad de andlisis, la muestra, la poblacién, las
técnicas e instrumentos utilizados para la recolecciéon de datos, las técnicas de procesamiento y el
analisis de la informacion y por dltimo las fases metodologicas que permitieron lograr el

cumplimiento del objetivo de la investigacion.

3.1. Tipo de Investigacion

El presente estudio, se enmarcd bajo la modalidad evaluativa, en donde se busco ajustar los
resultados de uno o mas programas que se utilizan, o estén siendo utilizados, en un contexto
determinado (Hurtado, 2012). En este sentido, el presente trabajo, tuvo como finalidad evaluar las
condiciones de repetibilidad y reproducibilidad para la produccién de discos de antibidticos
elaborados por los laboratorios MLAB C.A. y EMES C.A., basados en la norma venezolana
COVENIN 2972-2:1997, mediante la implementacion de métodos y procesos para la recoleccion de
datos, a través de la aplicacion de un experimento colaborativo de evaluacion. El desarrollo de los
ensayos anteriores, permitieron obtener los datos para la comparacién y evaluacion de los
resultados, con los valores referenciales indicados en las normas relacionadas con la materia. Lo
antes explicado se realizd, con la finalidad de obtener un proceso de elaboracion de discos de
antibidticos, que no perjudiquen la calidad de las pruebas y garanticen la debida confiabilidad en los
resultados, representando un porcentaje de ahorro considerable para la organizacion y flexibilidad

frente a cambios en el contexto del mercado venezolano.
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3.2. Nivel de la investigacion

La misma, estuvo respaldada en un nivel explicativo, en donde su fin girdé en torno a
recolectar una serie de datos, para luego analizarlos e interpretarlos mediante antecedentes teoricos
que fundamentaron dicho proceso investigativo (Arias, 2006). En el presente trabajo, se evaluaron
los efectos que poseen las condiciones establecidas para el proceso de elaboracién de discos de
antibioticos, por lo cual se desarrollé un experimento colaborativo de evaluacion, en un estudio de
las condiciones de repetibilidad y reproducibilidad, tal y como lo establece la norma venezolana
COVENIN 2972-2: 1997.

3.3. Disefio de la Investigacion

Este estudio fue de tipo experimental, dado que se basd en la recoleccion de informacién
directamente del proceso de elaboracién de discos de antibioticos y su posterior aplicacion en los
respectivos antibiogramas, por parte de los investigadores, controlando las condiciones del estudio,
tal y como lo establece la norma COVENIN 2972-2: 1997 (Arias, 2006). Para la determinacion de
la repetibilidad y la reproducibilidad en la elaboracion de los discos de antibiotico, mediante
experimento colaborativo de evaluacion, se realizaron ensayos que tuvieron como fin medir y
obtener datos, los cuales se compararon con los factores asociados a los operarios encargados de
aplicar las pruebas y las condiciones donde se desarrollaron las mismas. De esta manera, se
procedio a comparar con la norma, las condiciones de repetibilidad y reproducibilidad, que mejor se
ajustaron en los laboratorios EMES C.A. y MLAB C.A.

3.4. Unidad de analisis, poblacion y muestra

La unidad de analisis, estuvo dada por el proceso de elaboracién de los discos producidos en
los laboratorios EMES C.A. y MLAB C.A., donde se evaluaron las condiciones de repetibilidad y
reproducibilidad segin la norma venezolana COVENIN 2972-2:1997. La poblacion de estudio
estuvo definida por la cantidad de pruebas de antibiograma para el control de los discos realizados
en cada organizacion, siendo estas 24 pruebas por cada organizacion, de las cuales 20 son
antibiogramas y 4 son placas de control, para un total de 48 pruebas. Se realiz6 un estudio censal
debido a que con este fue posible estudiar todos los elementos de la poblacion (antibiogramas), ya

que la poblacion es pequefia, el tiempo requerido para evaluar la variable respuesta es corto, no se
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incurrié en grandes costos de evaluacién y finalmente las caracteristicas apreciadas tuvieron un
comportamiento homogéneo, por el hecho de que se desarrollaron laboratorios, donde se controlan

al maximo las condiciones que interfieren sobre la respuesta (Martinez, 2012).

3.5. Fases Metodoldgicas

Para el desarrollo esta investigacion, se llevaron a cabo una serie de fases, que se realizaron
de manera consecutiva, tal y como lo indican los objetivos establecidos para el estudio. Las mismas,

se describen en la Figura 5.

Pre-laboratorio
l Delsviacion Prueba de
Elaboracidn de estandar de Bisel-Derek
los discos R?R
Desarrollo de Conclusidn sobre Método de
los ensayos existencia de Medios y Rangos
l Valores Atipicos l
Medicion y T Conclusién
registro de Estadisticos h y k General
diametro de Mandel
Ordenar T
matrices segun Prueba de
la norma Grubb
Comprobar Prueba de
Normalidad Cochram

Figura 5. Esquema de trabajo para el desarrollo de las fases de la investigacion.

3.5.1. Fase I. Identificar el método de preparacion de los discos para antibiograma elaborados por
los laboratorios EMES C.A. y MLAB C.A.

En esta fase, se recopil6 la informacion asociada al proceso de elaboracion de los discos de

antibidtico de ciprofloxacina, usando como fuente primaria la observacion directa y la aplicacion de
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entrevistas no estructuradas, a los profesionales en bioanalisis de las organizaciones donde se
desarrollaron los experimentos, que derivaron en un registro anecdético. Posteriormente, se
identificaron los pasos para la elaboracion de discos de antibiotico, y de la misma manera, se
reconocieron las condiciones requeridas in situ para garantizar la higiene, asi como otros requisitos

de calidad del proceso, tal como lo indica la norma 1SO 15189:2007.

Los investigadores realizaron un informe descriptivo con el procedimiento y las condiciones
a tener en cuenta durante el proceso de elaboracion de discos. También se complementd lo
observado, mediante el uso de fuentes secundarias, tales como la revision documental, trabajos de
grado, libros, revistas cientificas especializadas, entre otras, de informacion relacionada con la

investigacion.

Finalmente, se procedié a elaborar los discos de antibidticos, en las instalaciones del
laboratorio clinico MLAB C.A., debido a que éste cuenta con los equipos e infraestructura
necesarios para tal procedimiento. En tal sentido, se emple6 como fuente secundaria de
informacién, una revision documental en libros y revistas cientificas especializadas, que
describieron los procedimientos para la produccion de los discos de antibioticos, asi como los
estandares de calidad que deben cumplir los mismos para su correcto funcionamiento. LoS
investigadores desarrollaron informes descriptivos, estableciendo un diagrama de flujo de proceso

que incluye la descripcidn de este de manera explicita.

3.5.2. Fase I1. Reconocer las condiciones de repetibilidad y reproducibilidad en la produccion de
discos de antibidticos elaborados por los laboratorios EMES C.A. y MLAB C.A.

Para dar seguridad del compromiso de las organizaciones con este trabajo y los
investigadores, se aplico el instrumento estructurado para la participacion de laboratorios que
sugiere la norma COVENIN 2972-2:1997 en su apartado 5.3 “Cuestionario para un ensayo
interlaboratorios” (Anexo A), que establece cumplir con las fechas, equipos y suministros

necesarios para llevar a cabo la investigacion.

Una vez producidos los discos, se llevaron a cabo los ensayos de precision sobre los 48

antibiogramas, para las pruebas de repetibilidad y reproducibilidad. Se realiz6 un ensayo de
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precision, mediante la ejecucion de un experimento colaborativo de evaluacion, mediante el método
identificado previamente. Dichas pruebas fueron desarrolladas en placas petri, que contenian una

cepa bacteriana estandar de estafilococo dorado (S. aureus subsp aureus) ATCC® 6538.

La razon por la que se utilizd una cepa controlada, es porque éstas tienen factores ajustados
y tabulados, que se utilizaron para la evaluacion y verificacion del funcionamiento de los discos. De
la misma manera, se sirvieron placas con discos comerciales (placas control del patégeno), donde se
evaluaron por medio de instrumentos, entre ellos un calibrador de corredera (vernier o pie de rey),
los resultados de los ensayos, que demarcaron el diametro del halo del agente antimicrobiano sobre
la cepa en cuestién, y una placa con la cepa sin discos, para demostrar el correcto crecimiento de S.

aureus subsp aureus.

Para el reconocimiento de las condiciones de repetibilidad, cada operario en un laboratorio
correspondiente ejecutd un ensayo de evaluacion de los discos disefiados para la elaboracion de los
antibiogramas, exactamente bajo las mismas condiciones. A los fines, se prepard una placa de petri
control, en la cual solo se coloco la cepa bacteriana sin discos, con el fin de comprobar el correcto
funcionamiento del microorganismo patdégeno. También, se elabord una prueba considerando la
colocacion de tres (03) discos comerciales en un solo antibiograma, y finalmente se prepararon los
cuatro antibiogramas con los cuatro (04) discos producidos por los investigadores, luego se
procedi6 a incubar las placas bajo condiciones de temperatura controlada a 37°C. Los ensayos,
finalizaron a las 24 horas, debido que es el tiempo de incubacion de las placas para el estudio de

antibiograma.

Posteriormente, se procedieron a hacer las respectivas mediciones del halo de inhibicion,
con ayuda del calibrador de corredera, y se registrd el didmetro del halo inhibitorio. Una vez que se
realizo la correspondiente medicién, el mismo operario, en el mismo laboratorio, realizo el mismo
procedimiento en otro lote, tal cual como se describio anteriormente. Todos estos procesos se
realizaron bajo las condiciones de higiene y competencias técnicas que denota la norma ISO

15189:2007, garantizando la calidad dentro de los procesos en los laboratorios clinicos.

Obtenidos los resultados de repetibilidad, se procedio a realizar el estudio de las condiciones

de reproducibilidad. En este sentido, el operario que se encontraba en el laboratorio 1 se traslado al
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laboratorio 2, y viceversa. Ambos operarios, debieron realizar detalladamente los procedimientos
antes descritos. Para todos los casos se buscé lograr resultados similares y consistentes, sin importar

que se cambien los operarios y/o los laboratorios (Figura 6).

En la presente fase, se aplicé la observacion directa, revision documental y recopilacién de
informacién, ademas de utilizar las técnicas de medicién establecidas por las organizaciones y las
normas. Finalmente, se presentaron los resultados en tablas comparativas elaboradas por los

investigadores.

3.5.3. Fase Ill. Comparar los resultados obtenidos de los ensayos de repetibilidad y
reproducibilidad en la produccién de discos de antibi6ticos de acuerdo a la norma venezolana
COVENIN 2972-2:1997 elaborados por los laboratorios EMES C.A.y MLAB C.A.

En esta fase, se llevaron a cabo los analisis estadisticos descritos en detalle en el apartado
7.2.7: “Resultados de ensayo de nivel uniforme balanceado” de la norma venezolana COVENIN
2972-2:1997, el cual expresa el modelo a estudiar para la comparacion de los resultados obtenidos
en los ensayos. Lo anterior, permitio realizar un examen critico de los datos obtenidos con la
finalidad de identificar valores atipicos, de igual manera se establecieron valores finales de
precision. Para ello se aplicaron métodos y pruebas estadisticas como la prueba de normalidad,
Cochran y Grubb; se calcularon los estadisticos h y k de Mandel como técnica de consistencia
grafica, el calculo de desviacion estdndar para repetibilidad y reproducibilidad. Seguido de una
comparacion de estos mediante los métodos de Bisel-Derek y el método de medias y rangos. Este
grupo de pruebas fueron ejecutadas utilizando los paquetes estadisticos apropiados y los resultados

se presentaron en tablas de elaboracion propia mediante el uso de la hoja de célculo.

3.6. Técnicas para la Recoleccion de la Informacién

Para el desarrollo de la investigacion se realiz6 un registro de informacion obtenida a través
de la observacidn directa, la cual se refiere al investigador, este observa y recoge datos mediante su
propia visualizacion, es decir, que los investigadores se encontraron en contacto directo con el
proceso de elaboracion de los discos de antibiotico y posterior utilizacion (Rodriguez, 2005). Por
otra parte, se utilizé la entrevista no estructurada como instrumento de recoleccién de datos, el cual

se caracteriza por la recoleccion de los mismos de manera espontanea sin ninguna especie de guion
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previo, se realizaron en las reuniones con el personal profesional de las organizaciones con fines

propios para la investigacion (Arias, 2006).
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Figura 6. Esquema general para la realizacion de los ensayos en el estudio de la repetibilidad y
reproducibilidad en la produccion de discos de antibidticos elaborados por los

laboratorios EMES C.A.y MLAB C.A.
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Otra de las fuentes de recoleccion de informacion fue la implementacion de un cuestionario
establecido por la norma COVENIN 2972-2:1997, para el estudio de un ensayo interlaboratorios.
Segun Hurtado (2012), un cuestionario consiste en una serie de preguntas relacionadas a un evento,
tematica o situacion en especifico, sobre el cual el investigador requiere informacion necesaria para
el desarrollo de un estudio. Por Gltimo, para complementar informacion se implement6 la revision
documental y de esa manera se verific con la documentacién suministrada por la organizaciéon y

los propios investigadores informacion importante sobre el trabajo de investigacion.

3.7. Técnicas para el Analisis y Presentacion de la Informacion

Para el analisis de la informacion obtenida en el desarrollo de la investigacion se aplicaron
diversas técnicas de medicion asociadas a las condiciones de elaboracion y utilizacion de los discos
de antibidticos, desde calculos matematicos hasta evaluaciones estadisticas mediante la utilizacion
del software informatico MINITAB® y hoja de calculo, que garantizaron la correcta evaluacion de

la informacioén.
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CAPITULO IV

PRESENTACION Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS

4.1. Fase I. Identificar el método de preparacion de los discos para antibiograma elaborados por los
laboratorios EMES C.A. y MLAB C.A.

La elaboracion de los discos de antibidticos, involucraron una cantidad de pasos en donde en
cada etapa se pudieron evidenciar los factores protagonistas y los elementos claves de tal proceso
(Figura 7). EI mismo, inicio con la eleccion del papel filtro, donde se evalto la calidad del mismo,
mediante el espesor, capacidad de absorcion, color y resistencia al corte. Esta ultima prueba, se
realiz6 haciendo un pequefio corte y rasgado del papel, observando la cantidad de hebras largas que
quedan luego de la prueba, de existir una cantidad de hebras mayor a tres, los discos de ese lote

seran rechazados.

Una vez definido el papel, se procedio a su preparacion, para ello, el proceso se llevo a cabo
en un lugar seguro, especificamente en el area de microbiologia y parasitologia del laboratorio
clinico MLAB, dado que este posee las condiciones controladas e idoneas de humedad y
temperatura. Se usaron los implementos correctos para la elaboracion de los discos, los cuales
previamente fueron esterilizados en autoclave, asi como se utilizaron los implementos de higiene
para mantener las condiciones ambientales dentro de un laboratorio clinico (bata de laboratorio,
guantes de latex, gorro desechable y tapabocas), tal como lo establece la norma ISO 15189: 2007,

en su apartado 5.3 “Instalaciones y condiciones ambientales”.

Luego de tomar las medidas de higiene y seguridad, se cortaron los papeles de filtro en
circulos de 6 mm de didmetro con ayuda de un sacabocados (abre huecos). De manera simultanea,
se realizaba una inspeccidn visual para aceptacién o rechazo de los discos, verificando la forma, el
didmetro y cantidad de hebras de papel luego del corte, rechazando cualquier disco que presentara
anomalias, tales como mal corte y/o rasgaduras, y no pudiera cumplir con la funcién para la cual

fueron disefiados. Los discos rechazados, fueron descartados.
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Los discos aceptados, se ubicaron de manera ordenada en placas de Petri (Figura 8), que
luego fueron tapadas y debidamente marcadas con cinta de comprobacidn de esterilidad (Figura 9).
Se tuvo en cuenta la manera de ubicar los discos dentro de las placas de Petri, disponer de ellos en
una ubicacién que permitiera contarlos y de esa manera tener mayor control al momento de realizar
la operacion 4 de la Figura 7. Luego de ordenados se llevaron a esterilizar con calor seco, a un

autoclave tipo estufa, a 140 °C por un lapso de 2 horas.

©

1.- Preparacion del papel

2.- Esterilizacion

3.- Preparacion de la dilucion
4.- Impregnacion

5.- Secado

6.- Almacenamiento

A

Figura 7. Diagrama de flujo de proceso para la elaboracion de discos de antibidtico en los
laboratorios EMES C.A. y MLAB C.A.
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Figura 8. Discos organizados en placa de Petri.

Para preparar la solucion de concentracion conocida de 5ug de agente antimicrobiano, se
realiz6 una dilucion tomando en cuenta la capacidad de absorcion por disco. En el desarrollo de la
preparacion de la dilucion se utilizé una solucion madre de ciprofloxacina de 400mg de agente
antimicrobiano en 200 ml de solucién (2mg/ml). Se realizaron los célculos en proporcion a la
cantidad de discos que existia y a su capacidad de absorcion. Realizados los calculos
correspondientes, se prepararon los instrumentos de vidrio del laboratorio, debidamente
higienizados, para preparar la dilucién. Para ello, se utiliz6 un matraz aforado de 50ml, pipetas de
Iml y 5ml, pipetas de 1ul y 5ul, propipeta, recipiente de vidrio con tapon (estériles), puntas para

micropipeta (amarillas) y pinza.

Figura 9. Cinta de comprobacion de esterilidad.
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Se midieron en las pipetas las cantidades de agente antimicrobiano y de solvente necesarios
para conseguir la concentracion deseada. En el matraz aforado fue afiadida la cantidad requerida de
solvente, luego agitando de manera constante, se agrego también la cantidad de antibiotico, sin
dejar de agitar mientras se afiadia, para conseguir que la solucion fuera homogénea. Al tener la

solucion se depositdé con mucho cuidado en un recipiente con tapon previamente esterilizado.

Una vez preparada la dilucion, sobre los discos estériles y luego que estos perdieran el calor
de la estufa, se realizo la impregnacion del papel con la dilucién, formandose entonces los discos de
antibidtico. Se mantuvo higienizado el espacio y se verifico el uso de los implementos de
laboratorio, para asi evitar cualquier tipo de contaminacion cruzada y garantizar la calidad. Para
llevar a cabo esta etapa se esteriliz6 la punta de una pinza, con el calor directo de la llama del
mechero, la funcion de esta era mover los discos, con el fin de acomodarlos en las placas de Petri a
disposicion. Se utilizé una micropipeta calibrada, que fue graduada previamente con la cantidad de
solucion que se requeria debido a la capacidad de absorcion, de igual manera se utilizaron puntas
amarillas descartables, por la precision que ameritaba, debido a que la cantidad a descargar sobre

los discos fue pequefia.

Al tener los discos ubicados de manera que se podia realizar un seguimiento, para asi
garantizar la impregnacion de cada uno de ellos, se inicié el proceso de impregnacién. Tomando la
micropipeta con punta amarilla la solucion y vaciandola sobre cada uno de los discos, llevando un
control e inspeccion, pues de suponerse la existencia de algin disco sin agente antimicrobiano,
debian descartarse. Se evitd impregnar un disco con solucion dos veces. Una vez que se tuvo la
certeza de que todos los discos del lote se encontraban impregnados, se procedio al secado por
calor, se taparon las placas de Petri y estas se envolvieron con papel plastico, para luego ser
depositadas dentro de la incubadora de laboratorio a temperatura controlada de 35 °C por 24 horas
(Figura 10).
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Figura 10. Incubadora de laboratorio para el secado de los discos de antibiéticos elaborados.

Al culminar el proceso de secado, con ayuda de la pinza estéril, se movilizaron los discos a
unos recipientes, previamente esterilizados, con tapon para evitar el ingreso de humedad (Figura
11). Como ultimo paso del proceso, se almacenaron los discos en nevera a temperaturas 14 a 24 °C.
Al momento de usarlos deben dejarse reposar tapados fuera de nevera, dentro de la campana de

flujo laminar encendida, hasta llegar a temperatura ambiente.

' \
¥)

Figura 11. Recipiente con tapa estéril para el almacenamiento de los discos de antibioticos
elaborados.

Finalmente, se cred un archivo donde una vez almacenados los discos, este se debe llenar
para seguimiento de la identificacion del lote (Anexo B), suministrando la informacion
correspondiente a cantidad de discos elaborados, dilucion, fecha y hora, responsable, tiempos y
temperatura de esterilizacion y secado. Tal y como lo establece la norma 1SO 15189: 2007 en su

apartado 4.13 “Registros técnicos y de la calidad”. En aras de mantener la calidad y poder llevar un
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seguimiento acertado del lote, de la misma manera el laboratorio mantendra una muestra de un

recipiente con 50 discos del lote a -20°C como testigo.

4.2. Fase I1. Reconocer las condiciones de repetibilidad y reproducibilidad en la produccion de
discos de antibioticos elaborados por los laboratorios EMES C.A.y MLAB C.A.

Como compromiso de las organizaciones con la investigacion y siguiendo con los
procedimientos que establece la norma venezolana COVENIN 2972-2:1997 en su apartado 5.3 se
aplico el “Cuestionario para un ensayo interlaboratorios”, en ambas organizaciones (Anexos C y
D); donde estas adquirieron el compromiso con los autores del trabajo, de suministrar todo el
material necesario para llevar a cabo los ensayos necesarios en el proceso investigativo. Dentro de
ello se encontraba la cantidad de 48 placas de Petri, incluido el agar Mueller Hinton en cada una de
ellas; materiales para la elaboracion de un lote de 200 discos de ciprofloxacina 5ug, 24 discos de
antibiético comerciales de ciprofloxacina Sug y la cepa controlada de Staphylococcus aureus subsp
aureus ATCC® 6538 (Anexo E). Asi como también el material para el manejo y la realizacion de

los antibiogramas requeridos para los ensayos, incluyendo los instrumentos de medicion.

De la misma manera las organizaciones se comprometieron a aportar todos los implementos
para higiene y seguridad en el laboratorio. Dejando claro el compromiso con la investigacion,
proporcionando informacion documental y prestando apoyo a los autores del trabajo. Se
establecieron fechas para ingreso al laboratorio las cuales fueron respetadas y los ensayos pudieron
llevarse a cabo segun la planificacion debido a que los espacios contaban con los requisitos
especificos de los laboratorios clinicos contemplados en la norma ISO 15189: 2007 en su apartado

5.3 “Instalaciones y condiciones ambientales”.

Dicha planificacion se establecio mediante un “Esquema general para la realizacion de los
ensayos en el estudio de la repetibilidad y reproducibilidad en la produccion de discos de
antibidticos elaborados por los laboratorios EMES C.A. y MLAB C.A.” (Figura 7). Para llevar a
cabo los ensayos en donde se estudid la repetibilidad y reproducibilidad en los discos de
antibioticos elaborados, se prepararon previamente los insumos. Entre ellos, las placas de petri
servidas con el medio de cultivo, agar Mueller-Hinton, las cuales permanecieron preservadas en

refrigeracién a una temperatura no mayor a 15°C. Es importante acotar que cada laboratorio
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proporcion6 una holgura de 6 placas con agar para solventar cualquier contaminacion o
eventualidad que pudiera presentarse al momento de llevar a cabo las pruebas; aunque ese no fue el

Caso.

Una vez que se dispuso de todos los implementos e insumos necesarios, se establecieron los
operarios como Operario A y Operario B, realizandose de manera aleatoria la asignacion del primer
laboratorio donde el operario correspondiente desarrolld las pruebas. Manteniendo las practicas que
establece la norma ISO 15189:2007 “Laboratorio Clinico, requisitos particulares para la calidad y la
competencia” en su seccion 5.4 “Procedimientos de Pre-analisis” y de la misma manera la 5.5

“Procedimientos de analisis”.

El ensayo

Los ensayos o antibiogramas que fueron realizados por cada uno de los operadores en ambos
laboratorios, consistieron en efectuar la incubacion de la cepa bacteriana S. aureus ATCC® 6538
(Figura 12) en lotes de seis placas o medios de cultivo (Placa de Petri servida con agar Mueller
Hinton) por cada operador. Para cada lote de seis placas, la primera correspondia al control de la
bacteria misma, esta fue llamada en cada lote placa control, la siguiente fue una placa donde se
colocaron tres discos de antibidtico comerciales de ciprofloxacina Sug (Figura 13) para su posterior
comparacion con las cuatro Ultimas placas que correspondian a los antibiogramas a evaluar con
cuatro de los discos de antibidticos elaborados por las organizaciones colocados en cada una de

ellas.

13

Figura 12. Cepa bacteriana estafilococo dorado (S. aureus) ATCC® 6538.
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Figura 13. Antibiograma con discos comerciales.

Para realizar la incubacion de la cepa de estafilococo dorado en las placas cada operador
contaba con sus implementos de seguridad e higiene en el laboratorio y se encontraba en el area
destinada para tal actividad (a4rea de microbiologia). Esta contaba con una temperatura controlada y
el acceso estaba restringido a solo personal autorizado en el momento de la inoculacion. El operario
ubicado frente a una campana de gases (Figura 14), por seguridad y para evitar cualquier tipo de
contaminacion, trabajando dentro de esta y a su vez con un mechero de Bunsen, procedié a inocular
cada una de las placas con una muestra de la cepa bacteriana tomada con un asa de siembra de
metal estéril. Una vez tomada, la muestra fue depositada en un tubo con agar caldo nutritivo, este es
un medio de pre enriquecimiento, el cual acelera el crecimiento de la bacteria sin afectar sus

propiedades.
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Figura 14. Campana de gases y mechero de Bunsen.

Luego de estar en este medio que se presentd en forma liquida, con ayuda de un hisopo
estéril se tomd una muestra del caldo y esta se esparcio sobre el medio de cultivo por el método de
siembra por estria, el cual consiste en esparcir la muestra en manera de zigzag por toda la placa,
esta se gira 90° grados y se repite el movimiento (repetir de 3 a 4 veces). Luego de inoculada la
placa se procedio a colocar los discos de antibidtico. Con una pinza estéril se tom6 cada disco y fue
colocado sobre el medio, haciendo una ligera presién sobre este, formando las cuatro esquinas de un
cuadrado, respetando los espacios del borde y entre cada disco, evitando superposicion de los halos.
Una vez colocados los discos se cerrd la placa con su tapa y fue envuelta en papel film estirable. Al
momento de poseer todo el lote elaborado este fue a una incubadora a una temperatura de 35°C por

24 horas (tiempo de incubacion) para su posterior revision.

Partiendo con el cronograma antes expuesto, el orden de los ensayos para el reconocimiento
de las condiciones consistio en: el Operario A llevd a cabo su primer ensayo el dia uno en el
laboratorio MLAB C.A. por sorteo aleatorio (Figura 15). El dia dos este mismo operador en el
mismo laboratorio clinico una vez culminadas 24 horas (tiempo de incubacién de la prueba)
procedié a medir y registrar los didmetros de los halos formados alrededor de los discos, una vez
lista la medicion procedid a realizar un segundo lote de pruebas en el mismo laboratorio clinico,
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reconociendo asi las condiciones de repetibilidad. Mientras que para cumplir este mismo objetivo el

Operario B realiz6 el mismo procedimiento en el laboratorio EMES C.A.

Figura 15. Lote 1-M correspondiente al Operario A en el laboratorio MLAB C.A.

Para el dia tres cada operador debia ir al laboratorio correspondiente (operario A en MLAB
C.A. y operario B en EMES C.A.) una vez transcurridas las 24 horas, a realizar la medicion del
segundo lote, luego de registrar las lecturas de los halos del segundo ensayo cada operario se
traslado hacia el laboratorio en el que no habia trabajado hasta ese momento para el reconocimiento
de las condiciones de reproducibilidad. Para ello el Operario A llevd a cabo su tercer lote de
pruebas en el laboratorio EMES C.A. mientras el Operario B se trasladd a el laboratorio MLAB
C.A. donde elaboro su tercer lote. El dia 4 transcurridas las 24 horas de incubacion ambos midieron
y registraron las lecturas en los laboratorios ahora correspondientes y realizaron el cuarto y Gltimo
lote de pruebas (Figura 16) para la condicion de repetibilidad cada uno en el laboratorio

correspondiente. Lote que fue medido y registrado el dia cinco.
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Figura 16. Antibiogramas luego del tiempo de incubacion para lectura de los halos.

4.3. Fase I11. Comparar los resultados obtenidos de los ensayos de repetibilidad y reproducibilidad
en la produccion de discos de antibidticos de acuerdo a la norma venezolana COVENIN 2972-
2:1997 elaborados por los laboratorios EMES C.A. y MLAB C.A.

Datos Originales

Los datos originales, se presentaron en la Tabla 1, de acuerdo con lo establecido en la forma
A de la norma, ambos laboratorios arrojaron cuatro (04) observaciones y cuatro (04) repeticiones.
Estos fueron medidos con un calibrador de corredera (vernier) considerando el didmetro del halo de

inhibicion.

Fuente:

Los datos fueron tomados, de acuerdo a las consideraciones expresadas en la norma 1SO
15189:2007 para laboratorios clinicos y seglin lo estipulado en el estudio “Sensibilidad a los
antibidticos (Produccion de discos para pruebas de sensibilidad a los antibidticos)” de Cruz et al.
(2007).

Comprobacién de los supuestos para los analisis estadisticos

Prueba de normalidad
Se realizo la prueba de Ryan — Joiner (similar a Shapiro Wilk), en donde se estimaron los

parametros que la prueba requiere. Dicha prueba se aplicd debido a que es especifica para contrastar
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normalidad. Se logr6 un valor p >0,1000, lo cual establece que los datos u observaciones estan
normalmente distribuidos y que pueden usarse los procedimientos tradicionales de la estadistica

paramétrica para su analisis (Anexo F).

Prueba de homogeneidad de la varianza

Para comprobar el supuesto de homogeneidad se aplico la prueba de Barlett, dado que se
midieron tres observaciones por tratamiento y que ademas tiene buen desempefio en poblaciones
normales. Los resultados sugieren que se cumple el supuesto de homocedasticidad (valor p de
0,9840) (Anexo G).

Tabla 1. Tabla de datos originales organizados segun la forma A de la
norma COVENIN 2972-2:1997.

Repeticiones 1 2 3 4 S5*
27275 279 2745 2755 29,0
28,25 275 26,15 26,6 284

MLABC.A 6205 2665 265 261 27,86
26,75 26,475 26,55 26,825 28,2
275 27275 26,1 265 27,53
EMES C.A. 26,45 278 264 26,95 28,22

26,8 26,75 27,15 26,3 27,8
27,05 27,7 2825 278 28,6
* se corresponden con las repeticiones de los discos de antibiético comerciales

Para el primer andlisis con los dos laboratorios, se calcularon los estadisticos descriptivos
media, varianza y desviacion estandar, los cuales son presentados en las Tablas 2, 3 y 4, tal y como
lo indica la norma COVENIN 2972-2:1997 en su apartado 7.4 “Calculo de la media general y

varianzas”.

Revision para consistencia y datos atipicos.

Luego de realizar los célculos para determinar los estadisticos descriptivos ya presentados,
se procedio a aplicar la prueba de Cochran al laboratorio que presentd el mayor valor de varianza.
Con un valor de 0,66 se determin6 que el laboratorio donde existi6 mayor varianza fue MLAB C.A.
Para p=2 y n=4, los valores tabulados son C (1%)= 0,979, y C (5%)= 0,939, valores que fueron

obtenidos en el anexo “Tabla 4.- Valores criticos para la prueba de Cochran” de la norma
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COVENIN 2972-2:1997 (Anexo H). Los valores calculados en las celdas con varianzas maximas

fueron respectivamente C= 0,79 y C=0,75; como los valores calculados de C son menores que el

valor tabulado de C (5%)=0,939 se aceptaron los laboratorios, lo cual establece que no hubo

indicios de la existencia de valores atipicos.

Tabla 2. Estadisticos descriptivos para los laboratorios MLAB C.A. y EMES C.A.

Nivel j . ]
1 ) 3 4 Media Varianza Desv. Est.
27,28 2790 27,45 2755 2754 0,05 0,23
28,25 27,50 26,15 26,60 27,13 0,66 0,81
MLAB C.A 26,23 26,65 26,50 26,10 26,37 0,05 0,22
26,75 26,48 26,55 26,83 26,65 0,02 0,14
27,50 27,28 26,10 26,50 26,84 0,32 0,57
26,45 27,80 26,40 26,95 26,90 0,32 0,56
EMES C.A. 26,80 26,75 27,15 26,30 26,75 0,09 0,30
27,05 27,70 28,25 27,80 27,70 0,18 0,43

Tabla 3. Tabla de medias de celdas para los laboratorios MLAB C.A. y EMES C.A.

Yij

nij

Yij nij

Yij

nij  Yij

nij

MLAB C.A. 27,13 4 2713 4 26,66 4 26,/7 4

EMESC.A. 2695 4 2738 4 2698 4 2689 4

Tabla 4. Tabla de la desviacion estandar para los laboratorios MLAB C.A. y EMES C.A.

Sij nij Sij nij Sij

Nij Sij

nij

MLABC.A. 0,75 4 059 4 048 4 052 4

EMESC.A. 038 4 041 4 083 4 058 4

Prueba de Grubb

Para la prueba de Grubb se ubicaron en la tabla correspondiente suministrada por la norma,

los valores para los porcentajes 1% y 5%, los cuales estan representados en la Tabla 5 como el valor

Grubb tabulado junto a los valores calculados del estadistico para cada laboratorio (Anexo H). Estos

se ordenaron de manera ascendente y se compararon segun el apartado 7.3.4 de la norma llamado

“Prueba de Grubb” donde para cada caso es menor el estadistico calculado que el tabulado,
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aceptando los valores como correctos, 1o que indica que no hay presencia de valores dudosos y

atipicos individuales, ni en media de celda.

Tabla 5. Prueba estadistica de Grubb para los laboratorios MLAB C.A. y EMES C.A.

GC* | GT**
MLABC.A. | 097 | 1155 ;
EMESC.A. | -1,03 0 P~

*Grubb calculado **Grubb tabulado

Una vez calculadas las varianzas para la prueba de Grubb se realizaron los calculos de las

desviaciones estandar de repetibilidad y reproducibilidad como se muestra en la Tabla 5.

Basados en los analisis estadisticos realizados anteriormente, se puede inferir que en el
estudio de medicion de los halos de inhibicion formados alrededor de los discos de antibidticos de
ciprofloxacina de 5ug elaborados por los laboratorios EMES C.A. y MLAB C.A. no hay presencia

de datos atipicos o dudosos.

Estadisticos h y k de Mandel
Se llevo a cabo la técnica de consistencia grafica interlaboratorios e intralaboratorios por

medio de los estadisticos h y k de Mandel representados en las Figuras 17 y 18.

1,50
h(1%y 5%)
1,00 1,15
0,50 -
o
o]
S EMES
3 0,00 -
S MLAB
=
-0,50
41,00 h(1%y 5%)
-1,15
-1,50

Figura 2. Representacion del estadistico de consistencia interlaboratorio h.
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1,60 k (1%) =1,58

k (5%) = 1,45

1,20

0,80

k calculado

0,40 ~

0,00 -
MLAB EMES

Figura 3. Representacion del estadistico de consistencia intralaboratorio k.

El examen de los graficos de h y k, muestra que para ambos laboratorios los resultados que
se encuentran dentro de los limites que establece la norma, segun los valores tabulados para 1% y
5%. Por lo tanto, se puede asegurar que ambos laboratorios no exhibieron especificos patrones de
resultados; por lo antes expuesto, se puede sefialar que las organizaciones no son marcadamente
diferentes entre ellas, desde el punto de vista estadistico, en términos de aplicacion de la prueba de

antibiogramas.

Una vez realizado los estudios generales que permitieron discernir que no existen datos
atipicos, dudosos, ni fuera de rango, se realizaron los analisis estadisticos para determinar
diferencias posibles entre operarios (repetibilidad) y laboratorio (reproducibilidad). Al respeto, se
hizo inicialmente un estudio de analisis de la varianza, luego se realiz6 el estudio de la repetibilidad
y reproducibilidad como lo establece la norma COVENIN 2972-2: 1997 y finalmente se desarrolld

el estudio repetibilidad y reproducibilidad por el método de medias y rangos.

Método basado en el andlisis de la varianza (Prueba de Bisel Derek)

Botero et al. (2007), establecen que el analisis de la varianza, es el método méas exacto para
calcular la variabilidad dentro de un proceso, porque posee la ventaja de cuantificar la variacion
debida a los operadores y las partes. Este método se basa en la misma técnica estadistica utilizada
para analizar los efectos de los diferentes factores en el disefio de experimentos, en el cual se

estudian los efectos de dos fuentes de variacion: operadores y partes, en este caso laboratorios.
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Luego de la implementacién de las herramientas y aplicacion del software estadistico, se muestran

en los resultados en la Tabla 6. Para su aplicacion fue necesario establecer las siguientes hipétesis:

Para operarios (Tratamientos): Para laboratorios (Bloques):

Ho: no existen diferencias entre operarios Ho: no existen diferencias entre laboratorios
(01=02). (L1=L2).

H;: Existen diferencias entre operarios H;: Existen diferencias entre laboratorios
(01£02). (L1#£L2).

Tabla 6. Analisis de la Varianza (Prueba de Bisel Derek) para determinar diferencias entre
laboratorios y operarios en MLAB C.A. y EMES C.A.

Fuente variacion GL* SC? cM® F* P° Fecritico®
Laboratorios 1 0,128 0,128 0,30 0,586

Operarios 1 0,064 0,064 0,15 0,701 4,183
Error 29 12,24 0,422
Total 31 12,434

Leyenda: *: grados de libertad, *: Suma de cuadrados, *: Cuadrado medio,
* estadistico de Fisher Calculado, °: p-valor, °: Valor del estadistico de Fisher Tabulado.

Con los valores de P obtenidos (0,586 para laboratorios y 0,701 para operarios), se pudo
concluir con un nivel de confianza del 95%, que no existen diferencias estadisticamente
significativas entre laboratorios y entre operarios, por tanto se puede asegurar que es indistinto
realizar las pruebas en cualquier organizacion, y por cualquier operario, dado que siempre se
obtendran resultados similares y consistentes luego de la aplicacion de las pruebas

correspondientes.

Por tanto, los resultados antes reportados, permiten interpretar que los ensayos fueron
desarrollados con materiales homogéneos, las condiciones fueron apropiadas para la ejecucion de
los ensayos, la experticia de los operarios fue correcta, los equipos estan correctamente calibrados y
el periodo de tiempo para la ejecucion de los ensayos, y sus respectivas mediciones, fueron las

convenientes.

Evidentemente, tales resultados revisten de especial importancia, ya que las mediciones y
ensayos usualmente requieren de patrones de medicion reproducibles para lograr la calidad
requerida en el marco de la confiabilidad del sistema de medicidn; sin dejar de tener claro el hecho

que los resultados de las mediciones y ensayos estan siempre sujetos a una incertidumbre naturales
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de cualquier proceso (Portuondo y Portuondo, 2010). Adicionalmente, y en concordancia con lo
anterior, la norma venezolana COVENIN 2972- 2: 1997, sefiala que todo laboratorio de calibracion
0 ensayo debe tener procedimientos de control de la calidad para realizar el seguimiento de la
validez de los ensayos y las calibraciones llevadas a cabo dentro de las organizaciones, para

minimizar la variabilidad inherente al proceso.

Estudio de la repetibilidad y reproducibilidad de acuerdo con el procedimiento de la norma
COVENIN 2972- 2: 1997.

Tales calculos se realizaron con el fin de realizar la evaluacion y comparacion
correspondiente con la norma, para establecer la veracidad y precision del sistema de medicion

aplicado y sus resultados (Tabla 7).

Tabla 7. Desviaciones estandar de repetibilidad y reproducibilidad para los laboratorios MLAB
C.A.y EMES C.A.

Repetibilidad Criterios de analisis de Ry R*

Si 0.08189 Menor de 10%, aceptable.
Reproducibilidad

Si 0.03204 De 10% a 30% puede ser aceptable
RV R* 0,1139

y (11,39%) Mayor de 30% no aceptable.

* Ry R: Repetibilidad y Reproducibilidad

De acuerdo con los calculos anteriores, se puede indicar que el sistema de medicion puede
ser aceptable, lo cual le da el caracter de veraz y preciso, segin el uso, aplicacion y el
mantenimiento de los equipos empleados para el desarrollo de los andlisis de laboratorio realizado
por los autores; por tanto, en concordancia con la norma COVENIN 2972- 2:1997, el método
estdndar de medicion puede aplicarse para la obtencion de los examenes de antibiogramas

requeridos por la organizacion.

En relacion con la repetibilidad y reproducibilidad indicada en la Tabla 7, resulta interesante
profundizar en dicho valor y la existencia de otros criterios para su analisis. Al respecto, Llamosa et
al. (2007), reportan que con estandares de repetibilidad y reproducibilidad menores de 15%, el

sistema de medicion, las condiciones y los operarios pueden considerarse las apropiadas para la
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aplicacion para la cual fue disefiada, esto quiere decir, que puede sugerirse que los valores
obtenidos en la presente investigacion permiten indicar que los discos de antibidticos desarrollados

puede emplearse cabalmente en las organizaciones en las cuales fueron aplicados los mismos.

Estimacion de la repetibilidad y la reproducibilidad por el método de promedios y rangos

Se determind la repetibilidad y la reproducibilidad para el sistema de medicién,
descomponiendo la variabilidad en dos componentes independientes: la repetibilidad y la
reproducibilidad, de manera analoga como lo establece la metodologia propuesta en la norma
COVENIN 2972-2:1997.

La estimaciéon de la repetibilidad y reproducibilidad por el método de promedios y rangos,
se obtuvo de la division de los valores que correspondieron por el factor d, de la tabla de factores
criticos de las gréaficas de control, correspondiente al nimero de repeticiones en los laboratorios y

entre los laboratorios. Los resultados se muestran en la Tabla 8.

Tabla 8. Tabla de valores para calculo de repetibilidad y reproducibilidad.
Repeticiones

Lab. 1 2 3 4 Media o’ Des. Est. Rango
MLAB 27,13 27,13 26,66 26,77 26,92 0,04 0,21 0,47
EMES 26,95 27,38 26,98 26,89 27,05 0,04 0,19 0,49

RANG 017 025 031 012 R=021 R,=0,19

5 = R _ 02 =0,1019
P4, 2,059
R. 019
5 === =0,1684

repro d_z - 1,128

Rep.y Repro.= 5,.,+ S,upro = 0,1019 + 0,1684 = 0,2703 = 27,03%

De acuerdo con los resultados obtenidos del estudio de repetibilidad y reproducibilidad por

el método de medias y rangos, el sistema de medicion puede ser aceptable, lo cual le da el caracter
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de veraz y preciso, coincidiendo con el criterio de clasificacion desarrollado por el procedimiento
de la norma COVENIN 2972-2:1997.

Comparacion de los valores de repetibilidad y reproducibilidad de acuerdo con los métodos
empleados

De acuerdo con los resultados de la Tabla 9, los céalculos desarrollados por la norma fueron
mas sensibles para determinar diferencias en cuanto al método estandar de medicion para el método
de la norma COVENIN 2972-2: 1997 en comparacion con el de medias y rango, por tanto se indica
que las variaciones inherentes a los analistas que participaron en el ensayo interlaboratorio pueden
considerarse como normales dentro del proceso de medicion aplicado en los ensayos para la
obtencidn de los antibiogramas en las organizaciones MLAB C.A. y EMES C.A.

Tabla 9.Comparacion de los valores de repetibilidad y reproducibilidad de acuerdo con los métodos

empleados.
Método
Valor de COVENIN 2972 —2: 1997 Medias y rango
Repetibilidad y Reproducibilidad 11,39% 27,03%
Criterio de clasificacion De 10% a 30% puede ser aceptable.
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CONCLUSIONES

De acuerdo con el proceso de elaboracion de los discos de antibiéticos en los laboratorios
clinicos MLAB C.A. Y EMES C.A,, se identificé que el mismo cuenta con seis (06) fases
claramente definidas. Se recabo la informacion pertinente durante el flujo de éste y se determind el

cumplimiento de los requisitos establecidos en la norma ISO 15189:2007.

Para el reconocimiento de las condiciones de repetibilidad y reproducibilidad en la
produccidn de los discos de antibidticos deben quedar claros los factores a evaluar, tanto por parte
de los operarios como de los laboratorios. Para estas tareas, es crucial el compromiso de las

organizaciones con la investigacion y el desarrollo de los ensayos interlaboratorios.

Un factor determinante en el proceso de elaboracion de los discos, es la calidad de los
materiales e insumos a utilizar, un papel filtro que cumpla con los estandares de las organizaciones
y sujeto a los requerimientos de la prueba es lo idéneo de emplearse. De la misma manera los
calculos para la preparacion de las diluciones que garanticen la concentracion requerida de agente

antimicrobiano por disco es importante de garantizar.

El desarrollo de los antibiogramas permitié al personal de las organizaciones inferir el éxito
en la produccion de los discos, puesto que la forma tradicional de valorar la prueba es cualitativa
(existe o no existe el halo de inhibicion). De acuerdo con el reconocimiento de las condiciones para
la realizacion de los ensayos, fue determinante dar a conocer a los trabajadores del servicio, la
importante de medir con el calibrador de corredera para dar resultados mas especificos de las

pruebas de antibiogramas.

Una vez culminados los ensayos de comparacion de los resultados con lo establecido en la
norma se pudo determinar por medio de la prueba de normalidad de Ryan — Joiner que los datos
obtenidos siguieron una distribucién normal, de la misma manera se comprobé el supuesto de
homocedasticidad. Esto permitié llevar a cabo la revision de consistencia y datos dudosos o

atipicos, entre ellos se realiz6 la prueba Cochran donde se establecid la inexistencia de datos
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atipicos, y la prueba de Grubb donde se comprob6 que no existe suficiente evidencia estadistica que

arroje valores dudosos y atipicos individuales, ni en media de celda.

Al comprobar que no existieron valores atipicos se realizo la prueba de consistencia grafica
de los estadisticos h y k de Mandel, donde se indicé que los laboratorios EMES C.A. Y MLAB
C.A. no exhibieron patrones de resultados, por tanto se sefiald, que no son marcadamente diferentes

entre ellos.

En el analisis de varianza, se encontré con un nivel de confianza del 95% que no existen
diferencias estadisticamente significativas entre laboratorios y entre operarios. Los resultados de los
métodos aplicados en el presente estudio (por la norma y promedios y rangos), indicaron que el
sistema de medicion puede ser aceptable, lo cual le da el caracter de veraz y preciso a los valores

arrojados en el ensayo colaborativo de evaluacion desarrollados en la presente investigacion.

De acuerdo con las evaluaciones realizadas, se logré establecer que el sistema de medicion,
las condiciones y los operarios son los apropiados para la aplicacion de los discos de antibioticos
elaborados por los laboratorios clinicos MLAB C.A. Y EMES C.A. por tanto los discos
desarrollados pueden emplearse en los estudios de antibiograma de las organizaciones, dado que

todos los resultados sugirieron veracidad y precision en los analisis realizados.
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RECOMENDACIONES

Indagar en la busqueda de proveedores nacionales de los materiales e insumos para la
elaboracion de los discos de antibidticos, que garanticen la funcidén del disco y los aspectos

inherentes al cumplimiento de los requisitos de calidad exigidos por los clientes.

Replicar el estudio con pruebas de diferentes agentes antimicrobianos, aumentando asi la
cantidad de insumos, que promueven la rentabilidad y disponibilidad, sin comprometer la calidad de

los discos.

Ejecutar el estudio considerando la adicién de mas laboratorios para observar si el
comportamiento de la repetibilidad y reproducibilidad es similar a lo obtenido en el presente

estudio.
Realizar un estudio donde se varie el método de medicién de los halos de inhibicion, o se
empleen otros instrumentos de medicién, con el fin de mejorar la veracidad en la obtencidon de las

pruebas de repetibilidad y repoducibilidad.

Adiestrar y capacitar al personal para el cumplimiento de la norma I1SO 15189:2007

“Laboratorio Clinicos. Requisitos particulares para la calidad y competencia”.
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[Anexo A].
Cuestionario para un ensayo Interlaboratorio.

1. Nuestro laboratorio estd dispuesto a participar en un ensayo de precisién para este
método estandar de medicidn.

si] No []

2. Como participante, entiendo que:

a) Debemos tener en nuestro laboratorio, para el momento de iniciar el programa, todos los
equipos, reactivos y otros requisitos esenciales especificados en el método.

b) Requisitos con respecto a fecha de inicio, orden de ensayo en las muestras y fecha de
finalizacidn del programa han de ser respetados estrictamente.

c) Se ha de adherirse estrictamente al método.
d) Se ha de manejar las muestras de acuerdo a las instrucciones
e) Las medidas deben ser ejecutadas por un operador calificado.

Habiendo estudiado el método y hecho una evaluacidn objetiva en cuanto a nuestras facilidades y
habilidades, pensamos que estamos adecuadamente preparados para participar en un ensayo
cooperativo de este método.

3. Comentarios

Nombre de la compafiia:

Firma
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Archivo de registro para control de preparacion de discos en el laboratorio.

[Anexo B].

Logo de la Empresa

Mombre de la Empresa:
Razdn Soclal:
Direccion:

Teléfono:

Registro de Preparacion: “Discos de Antibidtico™

Agente antimicrobiamo:

Cantidad de discos:

Presentacion:

Familia:

Concentracion:

Cantidad de Presentaciones:

Facha:

Responsable de la preparacion:

Aprobado por:

CALCULOS PARA LA PRODUCCION DE LOS DISCOS

Capacidad de absorcion dal
disco:

Cantidad de solucidn a
preparar:

Cantidad de Antibiotico:

Tipo de Solvente: Cantidad de Sohwente: Rendimiento real de la
solucidn:

Esterilidad Secado Almacenado: Nombre de la

muestra:

Tiempa: Tiempa:

Temperatura: Temperatura:

Observaciones:

Rendimiento Tedrico: Rendimiento Practico: Recibido paor:
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[Anexo C].
Cuestionario para un ensayo interlaboratorios Laboratorio EMES C.A.

Anexo A. Cuestionario para un ensayo interlaboratorios.

1. Nuestro laboratorio esté dispuesto a participar en un ensayo de precision para este
método estandar de medicion.

s X no [

2. Como participante, entiendo que:

a) Debemos tener en nuestro laboratorio, para el momento de iniciar el programa, todos los
equipos, reactivos y otrosrequisitos esenciales esp ecificados en el método.

b) Requisitos con respecto a fecha de inicio, orden deensayo en lasmuestras y fecha de
finalizacion del programa han de ser respetados estrictamente.

c) Se ha de adherirse estrictamente al método.
d) Se ha de manejar las muestras de acuerdo a las instrucciones
e) Las medidas deben ser ejecutadas por un operador calificado.

Habiendo estudiado el método y hecho una evaluacion objetiva en cuanto a nuestras facilidades y
habilidad es, pensamos que estamos adecuadamente preparados para participar en un ensayo
cooperativo de este método.

3. Comentarios

Nombre de la compaiiia:
\ ]
boraTon 0 £ meg CA

Firma

LA &,
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[Anexo D].
Cuestionario para un ensayo interlaboratorios Laboratorio MLAB C.A.

Anexo A. Cuestionario para un ensayo interlaboratorios.

1. Nuestro laboratorio estd dispuesto a participar en un ensayo de precisién para este
método estandar de medicién.

s[4 No []

2. Como participante, entiendo que:

a) Debemos tener en nuestro laboratorio, para el momento de iniciar el programa, todos los
equipos, reactivos y otrosrequisitos esenciales esp ecificados en el método.

b) Requisitos con respecto a fecha de inicio, orden deensayo en las muestras y fecha de
finalizacion del programa han de ser respetados estrictamente.

c) Se ha de adherirse estrictamente al método.
d) Se ha de manejar las muestras de acuerdo a las instrucciones
e) Las medidas deben ser ejecutadas por un operador calificado.

Habiendo estudiado el método y hecho una evaluacion objetiva en cuanto anuestras facilidades y
habilidades, pensamos que estamos adecuadamente preparados para participar en un ensayo
cooperativo de este método.

3. Comentarios

W@@
33

Nombre de la compafiia:

MIAG ,C-A.

& " Firma
At
7z !
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[Anexo E].

Certificado de analisis, cepa Staphylococcus aureus subsp. aureus ATCC®

6538™ por Microbiologics

&’ Microbiologics

Cortificats of Andlysis Lyophilized Microorganism Specification and Perdormanice Upon Release

Specifications Additional Infarmation

Name: Bureus Subsp. aurous Ratease Information:
Catalog Number: 0485 Quality Control Technoiogist Chnsiing Condon
ease Date: 2010//13

nce Number: ATCC® 6538 ™+ Oisclaimar $

L Pure The iast digit{s) of the 101 number 3ppearnng on the pa
covety: > 1000 CFUSs per Pelist mwmrely @ packaging svent numbed. Tha 1ol numter gispl
ge from Reference: 4 certficats 6 the actuai base 1ot nunber

Expiration Qate. 2012406

on tivs

Performance
Macrosopic Features; Medium:

Medium to farge, convex, cicular, giistening. $mooth, creamy. opaque. i SHAP
goitd and darker goldd colanies may be presert

3 hermolytic - both i

Microscopic Features: Method:
Glam g Y€ COCCl Ceouming singly, in pairs and in sregular Clusterns. Gram Stain
Vitek GP Other Features/ Challenges: Results
F_’nenmypu: Features Results Catatase (3% Hydrogen Peroxide): positve %
D-AMYGDALIN - Coaguiase (¢ tasma 30
FPHOSPHATIOYLINOSITOL PHOSPHOLIPASE - Beta Lactarase (Cefing
DXYLOSE -
RGININE DIHYDROLASE | v i

BETA-GALACTOSIDASE -
ALPHA-GLUCOSIDASE -

Ala-Phe-Pro-ARYLAMIDASE -
CYCLODEXTRIN

L-Aspariate ARYUAMIDASE [
BETA GALACTORPYRANCSIDASE -
ALPHA-MANNOSIGASE -
PHOSPHAIAS
Leucine ARYLAMIDAS
L-Proline ARYLAMIDASE
BETA GLUCURON

ALPHAGALACTOSIDA : -
L-Pyroiyconyl ARYLAMIDASE +
BETA-GLUCCRONIDASE :
anine ARVLAMID, :
Tyiusine ARYLAMID
D-SORRITOL
UREASE
POLYMIXIN B RES -
D-GALACTOSE +
D-RIBOSE .
L-LACTATE alkalinization +
UCOSAMINE B
D-MALTOSE -
BACITRACIN RES! -
NOVOBIOCIN RESIS
GROWTH IN 85% NaCt . :
D-MANNITOL * ik
D-MANNCEE = *
METHYL-B.D.CLUCOPYRANCSIDE - .
PULLL E Sttt i
D-RAFFINOSE - G i
¢ SISTANCE (comp vibrio.} * 3
UCROSE +
NINE DIHYDR SE . Brad <OWiCZ, Prégid
Foelighi ,rets%sv:;:zg 2 Z AUTHORIZED SHGNATL
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mied §  Yre ATCC Licsnsed Denyative Exat
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eq feom ATCOR cultures.

10 Microbiioges. inc. Al Rights Reserves 217 08800 Avnos Norh S Cléud, &

% 56302 D0 208 REVISION 1010 May i

Note for Vitek®: Although the Vitek® panol uses many convantional tests, the unique enviranment of the sird, combined with the shot Incubotion prriod, iy producs resulis that gifte:
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[Anexo F].

Comprobacion de la Prueba de Normalidad.

Porcentaje

99
Media 2699
DesvEst. 06333
95 N 32
RJ 0,981
214 Vaorp =>0,100
80
70
60
50
40
30
20
10
5
1
255 26,0 26,5 27,0 275 28,0 285
c2
[Anexo G].
Comprobacién de la Homogenizaciéon de la Varianza.
Comparaciones multiples
1| I valorp 0,920
Prueba de Levene
Valorp 0984
| |
2 [ |
—
O
3 | I
| |
41 | |

0,50 0,75 100 125 150 175 2,00

Si los intervalos no se sobreponen, las Desv.Est. correspondientes son significativamente diferentes.
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[Anexo H].
Valores criticos tabulados por prueba.

Valores criticos para la prueba de Cochram.

n=3 n=4 n=35 n=6 _
1% 5% 1% | 5% | 1% | 5% | 1% | 5% |[. 1ochujums
= - 0,995 0975 | 0979 | 0939 | 0959 | 0906 | 0937 | O,
0,993 0,967 0942 | 0871 0883 | 0798 | 0834 [ 0746 | 0793 | |
0,968 0,906 0,864 0,76 0,781 0,684 0,721 0,629 0,676 | 0590
0,928 0,841 0788 | 0684 | 0696 | 0598 | 0633 | 0544 | 0588 | 0.506
0.883 0.781 0722 nate 1oaea T os T osea | o4aso 1 0520 | 0445
p:numero de laboratorios a un nivel dado: n: nimero de resultados de ensavospor celda.

Valores criticos para la prueba de Grubb.

Uno mayor o uno menor Dos mayores o dos me
Superior al 5% Inferior al 5% | Superior al 1%

1,155 1,155 --

1,496 1,481 0,000 0

1,764 1,715 0,001 8

1,973 1,887 0,011 6

p:numero de laboratorios a un nivel dado.

Valores criticos de los estadisticos h vk de Mandel para un nivel de significacion del 1%

k
n
2 T T 6 7 8 9
1,71 1,64 1,58 1.53 1,49 1,46 1,43 1,41
1,91 1,77 1,67 1,60 1,55 1,51 1,48 1,45
2,05 1,85 1,73 1,59 1,55 1,51 1,48
2.14 1,90 1,7 1,62 1,57 1,53 1,50

p:numero de laboratorios a un nivel dado: n: nimero de réplicas intralaboratorios a dicho nivel

Valores criticos de los estadisticos h v k de Mandel para un nivel de significacion del 3%

k ;J;‘
h n
2 3 4 5 6 7 8 9
1,15 1,65 1,53 1,45 1,40 1,37 1,34 1.32 1,30 |
1,42 1,76 1,59 1,50 1,44 1,40 1,37 135 1,335
1,57 1,81 1,62 1,53 1,46 1,42 1,39 1,36 134
1,66 1.85 1,64 1,54 1,48 1,43 1.40 137 135

p:numero de laboratorios a un nivel dado: n: numero de réplicas intralaboratorios a dicho nivel
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