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INTRODUCCION

La industria farmacéutica requiere de mayores exigencias en el control de
calidad de los medicamentos debido al incremento de nuevos productos que
tienen que ver con la salud y que necesitan de métodos de analisis
convenientes que proporcionen resultados de gran confiabilidad. Es por ello
que se realiza la validacion de los métodos de andlisis en microbiologia para
respaldar por estudios de laboratorio la capacidad y la calidad del método,
demostrando su funcionalidad y proporcionando la evidencia documentada del
procedimiento, el tratamiento estadistico apropiado y un criterio de
aceptacion.

La validacion de un proceso es un programa que debe incluir evidencia
documentada de la aptitud de los materiales, del funcionamiento y
confiabilidad del equipo y de los sistemas de la adecuacion de las
instalaciones y de la competencia del personal que proporciona procesos
seguros y confiables, al mismo tiempo interpretar adecuadamente los datos
recogidos en suficiente numero de ensayos para obtener una medida
estadistica valida.

La validacion de los métodos de control microbioldgico persigue los mismos
objetivos que la validacion quimica y, en este sentido, existe un paralelismo
evidente. El trabajo en microbiologia, sin embargo, tiene algunas
peculiaridades, existen instrumentos y equipos caracteristicos (autoclaves,
hornos, estufas de cultivo, sistemas de filtracion, equipos para identificacion
de microorganismos, cabinas de seguridad, etc.), y reactivos y materiales
(medios de cultivo, diluyentes, cepas control, filtros, etc.) propios del entorno
microbiologico que requieren la aplicacion de los principios de las BPL. La
obtencion de resultados seguros y fiables depende en gran medida de la
correcta aplicacion de las BPL en el ambito microbioldgico.

La Farmacopea de los Estados Unidos (USP 24 <1225>) indica que cuando se
usan métodos de farmacopea no se debe validar la exactitud ni la precision
pero si verificar su idoneidad en las condiciones reales de uso. También (USP
24 <1227>) hace referencias a las validaciones de la recuperacion microbiana,
de la deteccion de microorganismos especificos, del ensayo de eficacia de
conservadores y del ensayo de esterilidad.
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En afios anteriores no se han abordado estudios acerca de validacion de la
determinacién de staphylococcus aureus en jarabe, por lo que en la Facultad
de Ciencias Quimicas no existe informacion suficiente respecto al tema.

Es por esta razén que en nuestro trabajo monografico realizamos la validacion
del método de determinacion de Staphylococcus aureus en jarabe de
piperazina.

Pretendemos determinar si los resultados obtenidos son confiables para las
aplicaciones futuras y finalmente dejar un aporte bibliografico que sirva de
apoyo para obtener informacion y conocimientos necesarios para la validacion
de métodos de andlisis en microbiologia.

11
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OBJETIVOS

Objetivo general:
> Validar la determinacion cuantitativa de staphylococcus aureus en

jarabe de piperazina en el laboratorio de control microbioldgico de la
UNAN-LEON.

Objetivo especifico:

> Determinar la exactitud del ensayo en la cuantificacion de
staphylococcus aureus en jarabe de piperazina

» Determinar la precision del ensayo en la cuantificacion de
staphylococcus aureus en jarabe de piperazina

12



Universidad Nacional Auténoma de Nicaragua UNAN-Ledn

MARCO TEORICO

1. Microbiologia

La Microbiologia se puede definir, sobre la base de su etimologia, como la
ciencia que trata de los seres vivos muy pequeiios, concretamente de aquellos
cuyo tamarfio se encuentra por debajo del poder resolutivo del ojo humano.
Esto hace que el objeto de esta disciplina venga determinado por la
metodologia apropiada para poner en evidencia, y poder estudiar, a los
microorganismos. Precisamente, el origen tardio de la Microbiologia con
relacion a otras ciencias biologicas, y el reconocimiento de las multiples
actividades desplegadas por los microorganismos, hay que atribuirlos a la
carencia, durante mucho tiempo, de los instrumentos y técnicas pertinentes.

2. Staphylococcus aureus

El género Staphylococcus comprende microorganismos que estan presentes en
la mucosa y en la piel de los humanos y de otros mamiferos y aves,
incluyendo a 35 especies y 17 subespecies, muchas de las cuales se encuentran
en los humanos. Las especies que se asocian con mas frecuencia a las
enfermedades en humanos son Staphylococcus aureus (el miembro mas
virulento y conocido del género), Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus
saprophticus, Staphylococcus capitis y Staphylococcus haemolyticus

Staphylococcus aureus (estafilococo aureo) es una bacteria que se encuentra
en la piel y fosas nasales de las personas sanas, que causa gran variedad de
infecciones, desde infecciones menores de la piel (forunculos, ampollas,
vejigas) y abscesos cutaneos hasta enfermedades que pueden poner en peligro
la vida como neumonia, meningitis, endocarditis, sindrome del shock toxico
(SST) y sepsis.

Es un coco que crece agrupado en racimos (de ahi su raiz "Staphylo™), que
responde positivamente a la tincion de Gram, es aerobio y anaerobio
facultativo por lo que puede crecer tanto en una atmdsfera con oxigeno y
también sin el mismo, no presenta movilidad ni forma cépsula. Es capaz de
crecer hasta con un 10 % de sal comdn. Por esto puede crecer en el agua del
mar. Produce la fermentacion lactica. Es catalasa positivo y coagulasa
positivo.

13
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2.1 Clasificacion cientifica

Reino: Bacteria

Filo: Firmicutes

Clase: Bacilli

Orden: Bacillales

Familia: Staphylococcaceae
Género: Staphylococcus
Especie: S. aureus

Nombre binomial: Staphylococcus aureus
2.2 Morfologia

El S. aureus es un coco inmavil, de 0.8 a 1 micrometro de didmetro, que se
divide en tres planos para formar grupos de células irregulares semejantes a
racimos de uvas. En extendidos de pus los cocos aparecen solos, en pares, en
racimos 0 en cadenas cortas. Los racimos irregulares son caracteristicos de
extendidos tomados de cultivos que se desarrollan en medios so6lidos, mientras
que en otros cultivos son frecuentes las formas de diplococos y en cadenas
cortas. Unas pocas cepas producen una capsula o capa de baba que incrementa
la virulencia del microorganismo. El S. aureus es un microorganismos
grampositivo, pero las células viejas y los microorganismos fagocitados se
tiflen como gramnegativos.

La morfologia de esta bacteria se caracteriza por:
e colonias lisas, brillantes y convexas.

e poseer un endopigmento color amarillo-naranja a blanco porcelana
color dorado “aureus”

e fermenta glucosa, lactosa y maltosa

e el crecimiento ocurre en un amplio rango de temperatura 6.5° a 50° C,
siendo optimo 30° - 40°C

14
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3. Validacion

La validacién es un proceso por el que se comprueba que un procedimiento
proporciona resultados aceptables.

Es establecer mediante evidencia documental, con un alto grado de seguridad,
que mediante un proceso especifico se obtendra un producto que cumple con
las especificaciones y atributos de calidad previamente determinados

La validacion garantiza que el procedimiento escrito es lo suficientemente
detallado como para que distintos analistas o laboratorios obtengan resultados
comparables cuando lo utilicen.

Los métodos susceptibles de ser validados se clasifican en la siguiente forma:

e Ensayos de identificacion

Ensayos para la determinacion del analito de interés de una materia
prima o de una especialidad farmacéutica

Ensayos para la determinacion de caracteristicas farmaco técnicas
inherentes

Ensayo de limite de impurezas y de cuantificacion de impurezas

Ensayos para la determinacion de analitos en fluidos bioldgicos y en
productos naturales

Ensayos microbioldgicos
3.1 Validacion de métodos de analisis en microbiologia

La validacion de los métodos de control microbiologico persigue los mismos
objetivos que la validacion quimica y, en este sentido, existe un paralelismo
evidente.

La puesta en marcha de un procedimiento de analisis, ya sea quimico o
microbiologico, consta de tres etapas sucesivas y bien definidas: fase de
desarrollo y prevalidacion, fase de validacion y fase de aplicacion de rutina.

15
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La primera fase debe tener en cuenta una serie de consideraciones de tipo
metodoldgico y practico:

e Instrumentacion a utilizar
e Microorganismos
e Tiempo(periodo de incubacion, tiempo de analisis requerido)
e Coste
e Seguridad e implicaciones medioambientales
e Robustez del método
Una vez desarrollado el método debe prepararse el protocolo de validacion. Al
no existir pautas oficiales de validacion, el trabajo a efectuar depende de la
experiencia y estrategia de cada laboratorio. Los protocolos de validacion
deben permitir rentabilizar los ensayos efectuados y extraer la misma
informacion e interpretacion de los resultados obtenidos.
Ensayos microbioldgicos que requieren validacion
e Ensayos de limites microbianos
e Recuento microbiano
e Ensayo de esterilidad
e Ensayo de eficacia de preservativo

e Programa de control de ambiente

e Ensayos biologicos

16
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En microbiologia los pardmetros de validacion clave son la exactitud y la
precision.

La exactitud se definird como porcentaje de recuperacion frente al valor del
inoculo

La precision es la medida de error indeterminado del método. Debido a la
mayor variabilidad de los sistemas microbiologicos, los limites aplicables a la
exactitud y precision son mucho mas amplios.

Referente al resto de parametros de validacion, la selectividad requiere menos
demostracion por cuanto se utilizan habitualmente medios selectivos para los
microorganismos.

La linealidad se debe determinar en el caso de valoraciones de antibidticos y
requiere la utilizacién de logaritmos de las concentraciones para obtener
regresiones lineales

Los limites de deteccion y cuantificacion estan implicitos y no precisan por lo
general de una determinacion especial.

3.2 Cepas control

Antes de iniciar la validacion de un método microbioldgico es imprescindible
contar con cepas de microorganismos control que constituyen el reactivo
estdndar microbiolégico. Estos microorganismos normalmente seran los
necesarios para la comprobacion de los métodos de control de productos no
estériles, los aislados frecuentemente en las zonas de fabricacion o los
utilizados para valoraciones de antibidticos y ensayos de eficacia de la
conservacion microbiana.

Las farmacopeas aconsejan para los distintos ensayos, cepas determinadas,

17
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USP 24 Farmacopea Europea 3?2 edicion

Staphylococcus aureus ATCC 6538 | Staphylococcus aureus ATCC 6538 o
ATCC 6538P

Escherichia coli ATCC 8739 Escherichia coli ATCC 8739

Pseudomona aeruginosa ATCC 9027 | Pseudomona aeruginosa ATCC 9027

Salmonella. Sp Salmonella abony NCTC 6017

Bacillus subtilis ATCC 6633 Bacillus  subtilis ATCC 6633

(suspension se esporas)

Clostridium sporogenes ATCC 11437 | Clostridium sporogenes ATCC 17404

Micrococcus luteus ATCC 9341

Bacteroides vulgatus ATCC 8482

Candida albicans ATCC 10231 Candida albicans ATCC 2091 o
10231
Aspergullus niger ATCC 16404 Aspergullus niger ATCC 16404

Clostridium perfringens ATCC 13124

Zygosacchamyces rouxii NCYC 381

Las cepas de microorganismos deben tener un origen e identidad conocida asi
como una estabilidad bioquimica que minimice la variabilidad durante la
validacion, debida al reactivo bioldgico.

El crecimiento y la preparacion del microorganismo determinan el estado
fisiologico de las células, el cual tiene influencia directa en el resultado de los
ensayos.

Los ensayos microbioldgicos no utilizan células individuales sino poblaciones
de células

Segun se indica en Farmacopea Europea y en USP el cultivo de un
microorganismo que se vaya a utilizar como inoculo en una validacion debe
proceder de una cepa que no haya sido subcultivada méas de 5 veces desde la
cepa de referencia original

3.2.1 Conservacion

La conservacion se puede efectuar por congelacion o por liofilizacion. El
método de liofilizacién consiste en inocular el microorganismo en un medio

18
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crioprotector, hacer una congelacién rapida con nitrégeno liquido y después
pasarlo al liofilizador.

3.2.1.1 Congelacion de Microorganismos

3.2.1.1.1 Medios de congelacion
Para la congelacidn se utilizan medios crioprotectores:

e Caldo de TSB mas un 10-15% de glicerol.
e Caldo infusion corazon-cerebro mas un10-15 % de glicerol.
e Medio selectivo adecuado mas un 10-15 % de glicerol.

Se pueden preparar en el laboratorio, repartiéndolos en viales con 2-4 ml y
esterilizandolos en autoclave a 121 °C, 20 minutos.

3.2.1.1.2 Método

Se toman cuatro o cinco colonias (o mas segun el tamafio) del aislamiento y se
suspenden en uno de los caldos crioprotectores. Se dejan en incubacién
durante 24 horas entre 30°-35 °C o en las condiciones méas idéneas para el
crecimiento del microorganismo y posteriormente se congelan entre -15 y -
50°C.

Se preparan suficientes viales para disponer de una fuente cepas patron
durante el tiempo en que se compruebe la viabilidad del microorganismo o
como maximo un afio. Cuando sea necesario se extrae el vial del congelador y
se descongela sumergiéndolo en bafio de agua a unos 40°- 45°C, agitando. La
suspension que no se emplee debe desecharse y nunca recongelarse. También
puede resembrarse en medio liquido o solido “rascando” parte del congelado y
devolviendo el vial al congelador. En el caso de los viales con bolitas se
toman una o dos bolitas y se inoculan en un medio solido o liquido,
procediendo a la incubacion en las condiciones adecuadas para el
microorganismo. El cultivo obtenido por uno de estos procedimientos sera el
cultivo primario del trabajo.
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3.2.1.1.3 cultivos de trabajo

A partir del cultivo primario pueden realizarse cuatro subcultivos de trabajo y
de estos realizar dos o tres siembras, segun las necesidades. Aumentar el
namero de resiembras incrementa el riesgo de alteracion fenotipica. Se
recomienda no realizar mas de cinco pases desde la cepa original.

Para obtener un subcultivo de trabajo, se siembra sobre medio inclinado o
placa a partir del cultivo primario. Se incuba en las condiciones que requiera
el microorganismo hasta obtener el crecimiento adecuado.

Los subcultivos pueden conservarse a temperatura ambiente durante cuatro
semanas, si bien es preferible mantenerlos en nevera a 2 - 8°C.

3.3 Medios de cultivo

Antes de afrontar la validacion de un método microbioldgico se debe tener en
cuenta la seguridad de que los medios de cultivo que se van a utilizar tienen la
calidad adecuada. Esta calidad viene dada por sus propiedades nutritivas y
selectivas

3.4 Diluyentes

La funcién de un diluyente es dispersar o diluir el producto a analizar. Las
Farmacopeas oficiales recomiendan varios diluyentes, los cuales ya estan
validados en el sentido de que no interfieren en la viabilidad de los
microorganismos

USP 24 Farmacopea Europea 32 edicion

Solucion peptonada con tampon de
fosfatos y cloruro sodico pH 7.0
Solucion peptonada con tampon de
fosfatos y cloruro sodico y
polisorbato 80(0.1%, 1%) pH 7.0

Caldo lactosado Caldo lactosado
Caldo con peptonas de caseina y soja- | Caldo con peptonas de caseina y soja-
TSB TSB

Solucion tampoén de fosfatos pH 7.2

Caldo con peptonas de caseina y soja,
lecitina (0.5%) y polisorbato 20 (4%)

20
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3.5 Suspensiones normalizadas o estandarizadas

La estandarizacion de las suspensiones de microorganismos proporciona una
metodologia de trabajo que facilita la obtencion de resultados esperados.
Normalmente, la Farmacopea para ensayos de recuperacion microbiana en
presencia de producto (validacion de la esterilidad o grado de contaminacion)
indica que se siembren un numero determinado de microorganismos de
cultivos recientes. Es por ello, que debemos tener un sistema para asegurar el
numero aproximaos de microorganismos que tenemos en una suspensién sin
tener que esperar a los resultados de un recuento (minimo 24 horas de espera)
ni trabajar a ciegas.

La manera mas facil de estandarizar una suspensién de microorganismos es
por determinacion de la turbidez en un espectrofotometro o en escala de
MacFarland. Siempre que preparemos la suspension en un mismo medio y a la
misma turbidez medida a una longitud de onda determinada, tendremos el
mismo numero de microorganismos.

3.6 Grado de contaminacion microbiana
3.6.1 Recuperacion microbiana

El ensayo de grado de contaminacién en productos no estériles esta descrito en
Farmacopea Europea y en USP 24.

El laboratorio de microbiologia debe asegurar que el material con el que
trabaja siempre es estéril, no obstante, cuando tomamos el producto sobre el
que debemos efectuar la validacion del método de recuperacion, nos podemos
encontrar con que posee una contaminacion microbiana intrinseca dificil de
eliminar. En estos casos debemos buscar alternativas a los medios que se
utilizan para la recuperacion, por ejemplo el recuento con un medio que sea
selectivo para el microorganismo que se inocula, o si las caracteristicas del
producto lo permiten, eliminar los microorganismos presentes en la muestra
por filtracion.
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3.6.2 Exactitud y precision:
La exactitud es el porcentaje de recuperacion frente al valor del inoculo.

La precision expresa la variabilidad o m&s menos del método analitico para
determinar el grado de contaminacion. Matematicamente se expresa como
coeficiente de variacion (CV%)

Nos podemos encontrar una vez que tenemos los resultados de exactitud y
precision con que:

Exactitud

e La recuperacion se halla dentro de los limites establecidos (70% del
inoculo) par a todos los microorganismos. Nuestro método es correcto

e Baja recuperacion para todos los microorganismos. Debemos cuestionar
el método y en lo posible modificarlo para incrementar el nivel de
recuperacion

e Baja recuperacion para uno de los microorganismos y dentro de los
limites para todos los demas.

e Alta recuperacion en uno o0 mas microorganismos: nos indica que la
muestra es facilmente contaminable, lo cual exige que se tomen
medidas en los ambientes de produccion y utillaje a efectos e evitar
posibles contaminaciones

Precision:
Un coeficiente de variacién superior al 15-20% cuestiona nuestro sistema de
trabajo. Se debes revisar todos los elementos que intervienen en el metodo de

control (instrumental, personal, etc.) a fin de detectar origen de las
desviaciones
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3.7 Incertidumbre

La Guia para la Expresion de la Incertidumbre (GUM ISO 1993) define la
incertidumbre de medicién como un pardmetro asociado al resultado de una
medicion, que caracteriza la dispersion de los valores que pudieran ser
razonablemente atribuidos al mensurando.

El total de la incertidumbre de un resultado de la prueba consiste en una serie
de varios componentes. En Microbiologia, por lo menos tres factores estan
siempre implicados: la incertidumbre del inéculo volumen, al azar debido a la
dispersion de particulas estadisticas, y la incertidumbre de la lectura del
resultado.

La incertidumbre de dilucion es con frecuencia un cuarto factor. La guia ISO
incertidumbre (Anon. 1995) clasifica los métodos de estimacion de la
incertidumbre en dos tipos de Ilamada de tipo A y tipo B de evaluacién (de la
incertidumbre).

3.7.1 Tipo A de la evaluacion:

El tipo A desviacion estandar (incertidumbre estandar) se calcula a partir de
una serie de n independiente de mediciones paralelas x1, x2,..., xn de la
prueba de cantidad por medio de la convencional estadistica formula de la
desviacion estandar experimental:

i (x, -x)

i=1

n—1

s(x)=s5, =

(X es la media aritmética)

Un tipo de evaluacion puede referirse al resultado de la prueba final del
procedimiento analitico o una parte de ella (por ejemplo, un volumen de
medicion).

Un gran numero de paralelismos es esencial para una estimacion del tipo A.
Por ejemplo, la incertidumbre de una estimacion basada en 30 mediciones
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independientes es del 13%, la de una muestra de dos mediciones es
considerablemente mayor, el 76% (Anon. 1995).

3.7.2Evaluacion de tipo B (de incertidumbre)

De acuerdo a la norma ISO (Anon. 1995) en la evaluacion de tipo B el valor
numérico de la incertidumbre de medicidn se calcula por otros medios que los
métodos estadisticos.

3.7.3Incertidumbre combinada

Por lo general, no es factible hacer serie de mediciones repetidas en la
vigilancia rutinaria para obtener una estimacion del tipo A de la incertidumbre
de un resultado de la prueba final. Con algunos métodos quimicos es posible
asumir la wvalidez general del método especifico repetibilidad vy
reproducibilidad parametros (precision de las estimaciones), determinado en
método de colaboracion rendimiento estudios.

Existen razones por las cuales este enfoque es probable que ser menos éxito
en la microbiologia. Uno de ellos es la colonia impredecible nimero que varia
de caso a caso y por lo general es la principal causa de la incertidumbre. El
otro es la inestabilidad de muestras. La incertidumbre de un resultado de la
prueba depende demasiado de las irrepetibles condiciones en las que una
prueba se hace.

El mejor enfoque en la microbiologia parece ser para componer una
estimacion de la incertidumbre separado de la unidad de operaciones el
procedimiento analitico, que se estima por cualquier medio disponible. Un
procedimiento matematico, Ilamada la ley de propagacion de la incertidumbre
(Anon 1995), se aplica.

La combinacion de incertidumbre estimacion se basa en el reconocimiento y
la lista de las mas importantes componentes de la incertidumbre del proceso
analitico, teniendo cuidado de evitar "doublecounting”, es decir, incluida
cualquier incertidumbre componente mas de una vez. Encontrar un valor para
por cada uno de los componentes de tipo A o tipo B y la combinacién de
procesos que hace matematicamente. Es posible componer una estimacion de
la incertidumbre de la medicion de cualquier situacion excepcional.
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Algunos de los componentes de incertidumbre son las mejores estimaciones
de las medidas de calibracion en el propio laboratorio. Asimismo, el analisis
de la varianza de los experimentos anteriores, posiblemente llevado a cabo
para

completamente otros fines, pueden ser fuentes adecuadas de informacion
sobre la variabilidad de la prueba resultados.

3.7.4 Fuentes de informacion

Cuando sea necesario, otros medios de estimacion se utilizan. Los medios
incluyen asumio estadistica distribuciones (Poisson, binomial) o supone a
priori la distribucion de posibles valores (rectangulares y triangulares las
distribuciones).Otros medios podrian incluir valores basados en experiencia u
otra informacion, asi como equipo de las especificaciones de los fabricantes,
la literatura cientifica, la experiencia general del instrumento ‘errores’, la
homogeneidad de los materiales, calibracion y certificacion de los informes,
incertidumbre y valores indicados en los manuales. Incluso una suposicion
podria ser aceptable si nada mas esta disponible. Las fuentes de informacion
deben indicar en el informe de la incertidumbre.

3.7.5 Formas de evaluar la incertidumbre (ui)

A. Por los métodos estadisticos: Evaluacion de la desviacion estandar a partir
de una serie de observaciones (ui=si/n1/2); utilizando el método de los
minimos cuadrados o el de maxima probabilidad para evaluar la desviacion
estandar de los coeficientes del modelo lineal y su varianza residual; por
analisis de varianza (ANOVA) para identificar y cuantificar los efectos
aleatorios en ciertos tipos de mediciones.

B. Por las leyes de la distribucion: normal, triangular y rectangular, U,
3.7.6 Ley de la Propagacion de la Incertidumbre

La incertidumbre estandar de un mensurando que depende de variables
analiticas (concentracion de estandar certificado, pureza, peso de muestra,
factores de dilucidn, pardmetros ambientales, datos de validacion, etc.), se
obtiene por combinacion de las incertidumbres estandares de las diferentes
observables a través de la ley de la propagacion de la incertidumbre (o
propagacion de errores)
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PROCEDIMIENTO

Meétodo:

Suspensiones estandarizadas:

Se preparé 10 suspensiones de S. aureus en solucion salina, se ajustaron a
70% de transmision en espectrofotémetro regulado a una longitud de onda de
580 nm, posteriormente se diluyeron estas suspensiones hasta alcanzar una
concentracion de 10 2 y se efectué un recuento de las células viables
presentes sobre medio Agar Triptica Soja

Exactitud y precision:

La prueba consiste en inocular una cantidad conocida de uno de los
microorganismos a la muestra problema y a un diluyente (control positivo).

Se efectud el ensayo sobre tres lotes de jarabe de piperazina. De cada lote se
tomaron 10 ml y se diluyeron en 90 ml de fosfato posteriormente se le afiadid
0.1 ml se suspension estandarizada de staphylococcus aureus y se realizaron
diluciones hasta alcanzar una concentracién de 10 ? 'y se hizo un recuento
sobre Agar Triptica Soja después de 48 horas de incubacion a 37° C.

En paralelo se hizo un control positivo o de crecimiento inoculando 0.1 ml de
la misma suspension de microorganismo a 100 ml de fosfato (prueba en
ausencia del producto a examinar).

Este ensayo se realizo por duplicado.
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Material:

Erlenmeyer 250 ml y 300 ml, Kimax y Pyrex
Placa petri Pyrex

Pipetas de 1 ml, 5 ml, 10 ml
Tubos de ensayo sin rosca y con rosca
Probeta de 100 ml Pyrex
Beaker 250 ml, 1000 ml Kimax
Mechero Fisher
Espectrofotometro 20

Bortex

Balén de 1000 ml Pyrex
Gradilla

Cocina Corning Hotplate

Asa de platino

Horno Precision

Incubadora doble Precision
Autoclave Pelton & Crane
Bafio maria

Solucion salina

Fosfato

Agar Triptica Soja

Caldo Triptica Soja

Caldo lactosa

Agar Saburoat

Jarabe de piperazina

Algodon

Papel aluminio
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DISENO METODOLOGICO
Tipo de estudio: Experimental.

Universo: Jarabes de Piperazina elaborados en el Laboratorio Mauricio Diaz
Muller, del mes Junio del 2008.

Muestras: 6 frascos de Jarabe de Piperazina del Laboratorio Mauricio Diaz
Mdiller de lotes diferentes producidos en el periodo de Junio del afio 2008.

Muestreo.-Las muestras de jarabes de Piperazina fueron solicitadas al
laboratorio MDM de lotes de producciones del mes de Junio del 2008, que
fueron tomados al azar a las que se les aplicaron los procedimientos
descritos.

Unidad de Analisis:
10 ml de cada frasco de jarabe conteniendo 120 ml de jarabe de Piperazina.

Variables:
Dependiente: precision y exactitud
Independiente: colonias

Variables Definicion Medicion

Exactitud La exactitud es el porcentaje de | % de recuperacion
recuperacion frente al valor del
inoculo.

Precision La precision expresa la | Coeficiente de variacion
variabilidad o mas menos del | (CV)
método analitico para

determinar el grado de
contaminacion.

Colonias Grupo de microorganismos. UFC(Unidades
Formadoras de
Colonias)

Procesamiento de los datos:
Los datos fueron tabulados usando el programa digital de Excel, aplicando
las pruebas de Huber y ANOVA (ANALISIS DE VARIANZA) de un factor.
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RESULTADOS

Tabla N°1: Suspensiones estandarizadas

Resultado del recuento

numero de placa resultado (UFC/ml) dilucion 10 -2

1/1 150
1/2 146
2/1 136
2/2 124
3/1 138
3/2 119
4/1 133
4/2 128
5/1 130
5/2 136
6/1 93
6/2 75
7/1 111
712 116
8/1 97
8/2 90
9/1 96
9/2 107
10/1 102
10/2 110
Media 116,85
Desviacion estandar 20,53565577
CV % 17,57437379
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Tabla N° 2: Ensayo de exactitud y precision

Control
positivo Lote 1 Lote 2 Lote 3
30 25 29 36
42 32 28 31
41
Promedio 37.6666667 28.5 28.5 33.5
Desviacion
estandar 6.65832812|4.94974747|0.707106781 | 3.535533906
CV% 17.6769773| 17.367535 |2.481076425|10.55383256
%recuperado:
Lote 1: 76.3
Lote 2: 76.3
Lote 3: 89.5
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Tabla N° 3: Comparacion de la recuperacion entre lotes

Promedio
Lote 1 Lote 2 Lote 3 global
15 25 26
21 23 26
27 24 27
Promedio 21 24 26.3333333[23.7777778
Variancia 36 1 0.33333333|12.4444444
Desviacion 6 1 0.57735027 | 2.52578342
2*promedio de la
desviacion 5.05156685
3*promedio de la
desviacion 7.57735027
Tabla N%: Carta control
Limite Limite Limite Limite
central + central + Limite |central - central -
3*desviacion | 2*desviacion |central |3*desviacion|2*desviacion
31 29 24 19 17
31 29 24 19 17
31 29 24 19 17
31 29 24 19 17
31 29 24 19 17
31 29 24 19 17
31 29 24 19 17
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Grafico N°1: Grafico de control

0| ¢ ¢ ¢ + ¢ N o
¢ 3 $ $ $ 3 |

21 . & " A & & A

20 - \

]5_ T T T T T T T

10

5_

U T T T T T 1
1 2 3 4 5 6 7

== C+35
== C+25
== LC

| C-25
e | C-35
=0—diluyente

Tabla N°5: Analisis de varianza de un factor (resumen)
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Lote 1 3 63 21 36
Lote 2 3 72 24 1
Lote 3 3 79 26.33333333 0.333333333
23.77777778 12.44444444
Tabla N° 6: Anélisis de varianza
Origen de Grados
las Suma de de Promedio de Valor critico
variaciones| cuadrados |libertad| los cuadrados F Probabilidad para F
Entre lote | 42.88888889 2 21.44444444 |1.723214286 |0.256242295| 5.14325285
Dentro de
los lotes | 74.66666667 6 12.44444444
Total 117.5555556| 8
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Tabla N° 7: Comparacion de la recuperacion entre el producto y el

diluyente.
Diluyente Producto

20 15

18 21

17 27

25 25

21 23

34 24

30 26

42 26

41 27
Media 27,55555556 23,7777778
Desviacion estandar 9,65804213 3,83333333
Variancia 93,27777778 14,6944444

Tabla N%: Prueba de Huber en diluyentes

Datos |Ordenado| Mediana | Valor-mediana | Ordenar | MAD

20 17 8 0

18 18 7 4

17 20 5 5

25 21 4 5

21 25 25 0 7 7
34 30 5 8

30 34 9 9

42 41 16 16

41 42 17 17

Promedio: 27.5555556
Limite inferior: 3.055555556
Limite superior: 52.05555556
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Tabla N° 9: Prueba de Huber en el producto

Datos |Ordenado| Mediana Valor-mediana | Ordenado | MAD
15 15 10 0
21 21 4 1
27 23 2 1
25 24 1 1
23 25 25 0 2 2
24 26 1 2
26 26 1 2
26 27 2 4
27 27 2 10
Promedio: 23.7777778
Limite inferior: 16.77777778
Limite superior: 30.77777778
Tabla N° 10: Anélisis de varianza de un factor (resumen)
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Columna 1 9 248 27.55555556  [93.27777778
Columna 2 9 214 23.77777778 14.69444444
Tabla N° 11: Andlisis de varianza
Valor
Origen de las Sumade |Gradosde| Promedio de critico
variaciones cuadrados | libertad | los cuadrados F Probabilidad | para F
Entre los
ensayos 64.22222222 1 64.22222222 | 1.18960638 | 0.291563 |4.4939984
Dentro de los
ensayos 863.7777778 16 53.98611111
Total 17
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Tabla N° 12: Ensayo de limite microbiano

ENSAYO RESULTADO ESPECIFICACIONES
Bacterias aerobias
mesofilas Conforme menos de 10 UFC/ g
S. aureus Conforme ausencia
P. aeruginosa Conforme ausencia
E.coli Conforme ausencia
salmonella sp Conforme ausencia
Shiguella sp Conforme ausencia
Hongos y levaduras Conforme no mas de 10 UFC/g
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ANALISIS DE RESULTADOS

La suspension de staphylococcus aureus en solucion salina al 70% de
transmision a 580 nm contiene aproximadamente 1*10* UFC/ ml, por
tanto el ensayo se considera valido con una precision de 17,57 % (Tabla
N°1).

El valor de la recuperacion del inoculo en los ensayos realizados es
mayor del 70% en consecuencia la exactitud se encuentra dentro de los
limites establecidos demostrando que nuestro método es correcto (Tabla
N°2).

El coeficiente de variacion de la recuperacion del inoculo en los tres
lotes es inferior al 20% por lo que se considera que el método es
preciso (Tabla N°2).

Referente al ensayo de limite microbiano el medicamento cumple con
las especificaciones de la monografia oficial de la Farmacopea (Tabla
N°12).

Aplicando el test de andlisis de varianza de un factor no existe
diferencia significativa entre la recuperacion del producto y del
diluyente debido a que las variancias son homogeneas (Tabla N°11).

No existe diferencia significativa en la recuperacion del inoculo entre
lotes ya que al aplicar el andlisis de varianza se determino que las
variancias son homogéneas (Tabla N°6).

Aplicando la prueba de Huber se comprob6 que no existen resultados

aberrantes en el diluyente, en el producto existe un dato anémalo el cual
no interfiere en el analisis de varianza (Tabla N°8 y 9).
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CONCLUSIONES

Al finalizar este trabajo monografico hemos verificado que el método
utilizado en el laboratorio de control microbiologico de la UNAN-LEON para
la determinacion de staphylococcus aureus en jarabe proporciona datos
confiables para las aplicaciones futuras en esta misma forma farmacéutica y
con iguales condiciones de analisis

Concluimos que el método es exacto ya que el porcentaje de recuperacion del
inoculo se encuentra entre los limites establecido.

Através del coeficiente de variacion decimos que el método es preciso porque
se encuentra en el rango establecido
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RECOMENDACIONES
Los subcultivos deben mantenerse preferiblemente a la temperatura
correcta (2-8°C) para obtener mejores resultados

No realizar mas de 5 replicas de la cepa original porque incrementa el
riesgo de alteracion fenotipica

Garantizar que la cristaleria utilizada sea estéril para evitar
contaminacion o resultados aberrantes

Aplicar las Buenas Practicas de Laboratorio

Elaborar manuales y PNT para garantizar un buen cumplimiento de los
métodos y buen uso de los equipos

Validar todos los métodos que se aplican en control microbioldgico
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GLOSARIO
Medidas de tendencia central
e Media o promedio: es el centro de gravedad de los datos  x=“~—
e Moda: es el dato més frecuente en una serie

e Mediana: es el valor medio cuando los datos se ordenan en forma
ascendente o descendente

Medidas de dispersion

e Variancia; Es la suma de las desviaciones cuadraticas de la media
dividida por el tamafio de la muestra. 57 _ D (x—x)?
n-1

- . ; : 2 (x=x)°
e Desviacion estandar: es la raiz cuadrada de la varianza 3=\/T

e Coeficiente de variacion (cv): es la desviacion estandar dividida por la

media y expresada como porcentaje. S 109
X

Prueba F: el estadistico F es la relaciéon de las varianzas de las muestras, se
usa en el analisis de la variancia
F_S
S;
Valores aberrantes o puntos outliers
Método de HUBER: se usa para detectar puntos “OUTLIERS” mediante el

siguiente procedimiento.

1. Se ordenan los resultados de mayor a menor y se obtiene la mediana.

2. Se calcula la desviacion de (r) entre los valores individuales y la
mediana X,,. Se ordenan y se obtiene el valor absoluto de la mediana de
las desviaciones (MAD).

3. Los valores aberrantes o outliers son los que estan fuera del siguiente
intervalo:

[(Xm - 3.5 MAD), (X, + 3.5 MAD)]
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ANOVA: es una técnica estadistica que permite comparar mas de dos medias
mediante la relacion de una variable independiente categorica con una variable
dependiente cuantitativa

Graficos de control: Constituyen la herramienta mas poderosa para analizar
variabilidad en un proceso. Son graficos lineales que muestran en forma
dinamica el comportamiento de un proceso.
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ANEXOS
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