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INTRODUCCION

La validacion es establecer una evidencia documentada de que un proceso
se realiza correctamente. La validacion de los métodos de control
microbiologico persigue los mismos objetivos que la validacion quimica,
sin embargo, el trabajo en microbiologia tiene unas peculiaridades
necesarias a destacar. Existen instrumentos y equipos caracteristicos,
reactivos y materiales propios del entorno microbiolégico que requieren
igualmente la aplicacion de los principios de BPL; es necesario
estandarizar cuidadosamente todos los factores que intervienen en las
tareas a realizar, también se deben de evaluar de manera muy cuidadosa
los criterios de repeticion del ensayo cuando un primer analisis es
incorrecto. La obtencion de resultados seguros y fiables depende en gran
medida de la correcta aplicacion de las BPL.

La potencia de un antibidtico se estima mediante la comparacion de la
actividad de un producto (problema) y la de una sustancia de referencia
(patron) en presencia de un microorganismo testigo.

Las valoraciones de antibiéticos se pueden efectuar por difusion en Agar o
turbidimetria, dependiendo de la naturaleza de la muestra a ensayar; cabe
destacar que sera utilizado el método en placa segun especificaciones de
la farmacopea.

La cepas de control ha ser utilizadas en el presente trabajo investigativo
son de acuerdo al farmaco a ser evaluado en el que nos referimos a
Eritromicina en suspension, el cual es activo contra Micrococcus luteus
Segun especificaciones de USP 30 Y Farmacopea Mexicana 7% Edicion,
tales cultivos proceden de colecciones estandarizadas como American
Type Culture Collection (ATCC) Coleccion Espanola de Cultivos Tipo
(CECT).

Historicamente los cambios habidos en las leyes y regulaciones de FDA
han sido consecuencia directa de muertes, enfermedades y otros
problemas. Recordemos los incidentes de 107 muertes a causa del elixir
de sulfanilamida en 1973 y las deformidades causadas por la talidomida
en los anos 60 como ejemplos historicos.

A comienzos de 1970, fueron retiradas del mercado de LVP, parenterales
de gran volumen, a causa de la contaminacion provocada por falta de
esterilidad de estos productos.

Los equipos de investigadores multidisciplinarios, no habian sido
utilizados por la FDA en inspecciones de produccion Farmacéutica. El
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trabajo de estos equipos, sobre todo en Plantas Farmacéuticas de
fabricacion de parenterales de gran volumen permitié al cabo de los anos
la incorporacion de la validacion como un requerimiento de las BPL
enl978. Se demostr6 a través de las inspecciones, que la mayoria de las
firmas inspeccionadas, la documentacion de los sistemas de la produccion
y control de proceso eran incompletos y los procesos de monitorizacion del
medio ambiente y especificaciones del aire y agua, eran minimos, lo cual
no aseguraba una fiabilidad de los controles y procesos que se estaban
llevando a cabo.

Durante estas inspecciones, nacié6 un nuevo vocabulario por el personal
de la FDA. Los términos protocolo, cualificacion y validacion, empezaron a
utilizarse.

El concepto de validacion, se ha ido ampliando a lo largo de los ultimos
22 anos. En 1987, la FDA, edito la “Compliance Policy Guide” (CPG) en
donde acepta oficialmente la liberacion parameétrica de productos estériles
basandose en el proceso validado.

Finalmente la validacion se ha convertido en un concepto a aplicar
obligatoriamente en la fabricacion de todas las formas de dosificacion. (2).
En Nicaragua se han mostrado estudios de los procesos de validacion pero
aun no se tiene con certeza los antecedentes del estudio de los mismos.

El presente trabajo investigativo pretende el desarrollo de la validacion de
potencia de Eritromicina en suspension en el area de control
microbiolégico el que se realiza con el fin de cumplir con la normativa de
garantia de calidad; las actividades organizadas que se pretenden seguir
garantizan que el medicamento posea la calidad requerida para su uso
previsto, se toma en cuenta que uno de los requisitos basicos de Normas
de Correcta Fabricacion consiste en que las fases criticas de fabricacion y
los cambios significativos de estos procesos deben estar validados asi
como también los requisitos basicos de control de calidad deben estar
igualmente validados.

Universidad Nacional Auténoma de Nicaragua Pagina 5



Validacion de potencia de Eritromicina (suspension) por el método cilindro/ placa, en el laboratorio de
control microbioldgico facultad CCQQ Unan-Ledn.

OBJETIVOS

Objetivo general

+ Determinar potencia de Eritromicina (suspension) por el método
cilindro/ placa en el laboratorio de control microbiolégico Facultad
Ciencias Quimicas UNAN-Leon.

Objetivo especifico

+ Determinar la relacion dosis respuesta de la Eritromicina.

+ Evaluar la precision y exactitud del método.
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MARCO REFERENCIAL

CEPAS CONTROL

Antes de iniciar la validacion del método microbiologico es imprescindible
contar con cepas de microorganismos control que constituyen “el reactivo
estandar biologico”. Estos microorganismos seran necesarios para la
comprobacion del método de control del producto no estéril y estéril.

Staphylococcus aureus ATCC 6538
Escherichia coli ATCC 8739
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027
Salmonella sp.

Bacillus subtilis ATCC6633
Clostridium sporogenes ATCC 11437
Micrococcus luteus ATCC934 1
Bacteroides vulgatus ATCC 8482

|
L+ |
|
|
|
i |
|
|
B Candida albicans ATCC10231
|

Aspergillus niger ATCC16404

Las cepas de microorganismos tienen un origen e idoneidad conocida asi
como una estabilidad bioquimica que minimiza la variabilidad durante la
validacion, debida al reactivo biologico. 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
microbiologicos no wutilizan células individuales sino poblaciones de
células. Los datos generados en el ensayo son menos variables si las
poblaciones celulares son homogéneas.

Segun se indica en la Farmacopea y 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 mas de S veces desde la cepa de
referencia original. Un subcultivo se define como la resiembra del
microorganismo a partir de un cultivo a medio fresco estéril. En el caso de
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microorganismos que se conservan congelados cada ciclo de congelacion,
descongelacion y revivificacion se considera un subcultivo. La
conservacion se puede efectuar por congelacion o por liofilizacion. El
método de liofilizacion consiste en inocular el microorganismo de un
medio crioprotector, hacer una congelacion rapida con nitréogeno liquido y
después pasarlo al liofilizador.

Congelacion de Microorganismos

Medios de congelacion

Para la congelacion se utilizan medios crioprotectores:
B Caldo de TSB mas un 10-15% de glicerol.

B Caldo infusion corazon-cerebro mas unl0-15 % de glicerol.
B Medio selectivo adecuado mas un 10-15 % de glicerol.

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

Método

Se toman cuatro o cinco colonias (0o mas segun el tamano) del aislamiento
y se suspenden en uno de los caldos crioprotectores. Se dejan en
incubacion durante 24 horas entre 30 y 35 °C o en las condiciones mas
idoneas 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 ano. Cuando sea
necesario se extrae el vial del congelador y se descongela sumergiéndolo
en bano 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.

Cultivos de trabajo
A partir del cultivo primario pueden utilizarse cuatro subcultivos de

trabajo y de estos realizar dos o tres siembras, segiun las necesidades.
Aumentar el numero de resiembras incrementa el riesgo de alteracion
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fenotipica. Se recomienda no realizar mas de 5 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.

Validacion del archivo de microorganismos

Para validar el método de conservacion debe realizarse el ciclo de
congelacion, descongelacion y revivificacion un minimo de tres veces con
todas las cepas de microorganismos que el laboratorio utilice para sus
controles internos.

Se efectuara una identificacion mediante pruebas bioquimicas cada ves
que haya duda o semestralmente.

Suspensiones normalizadas o estandarizadas

La estandarizacion de las suspensiones de microorganismos proporciona
una metodologia de trabajo que facilita la obtencion de los 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 se debe tener un
sistema para asegurar el numero aproximado de microorganismos que
tenemos en una suspension sin tener que esperar los resultados de un
recuento (minimo 24 horas de espera) ni trabajar a ciegas.

La manera mas facil de estandarizar una suspension 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 en espectrofotometro a una longitud
de onda determinada, tendremos aproximadamente el mismo numero de
microorganismos.

Medios de Cultivo

Antes de afrontar una validacion de un meétodo microbiologico se debe
tener la seguridad de que los medios de cultivo que se van a utilizar tienen
una calidad adecuada. Esta calidad viene definida por sus nutritivas y
selectivas. Se pueden obtener medios de cultivo de dos maneras:
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a) Preparados por un laboratorio externo fabricante de medios de
cultivo

Se exige un certificado de analisis de cada lote de medio donde consten los
resultados obtenidos en los ensayos de esterilidad y de las propiedades
nutritivas y selectivas, asi como breve descripcion del método de control y
la fecha de caducidad. Es aconsejable que los controles se realicen como
minimo con las cepas de microorganismos que se especifican en las
farmacopeas. Ademas es recomendable efectuar controles periodicos en el
momento de la recepcion en el laboratorio para comprobar la calidad de
los medios. Se realizan controles visuales, controles de esterilidad y
controles de crecimiento/inhibicion similares a los que se describen para
los medios preparados a partir de medios deshidratados.

b) Preparados en el laboratorio a partir de medios deshidratados

Los medios se preparan segun las indicaciones del fabricante utilizando
agua purificada (como minimo de calidad Farmacopea Europea). En este
caso se exige el certificado analitico de cada lote de medio deshidratado.
Ademas el laboratorio debe efectuar ensayos que demuestren esterilidad y
las propiedades nutritivas y selectivas de los medios de cultivo preparados
a partir de medios deshidratados.

Para los medios nutritivos generales se utilizan las cepas que se indican
en las Farmacopeas. Para los medios selectivos se utilizan
microorganismos que presenten buen crecimiento y otros cuyo
crecimiento este inhibido en este medio. Los ensayos se deben hacer para
cada lote de medio que se prepare.

Es aconsejable también asignar a los medios preparados en el laboratorio
una fecha de caducidad. Esta fecha depende del medio que se trate y las
condiciones de conservacion.

Medio solido o liquido. Comprobacion de las propiedades
nutritivas

Para comprobar las propiedades nutritivas se preparan suspensiones de
microorganismos que contengan aproximadamente 10°UFC/ml. Se
inocula con 1ml de suspension y por separado una placa de agar (en
profundidad o en superficie) o un tubo, frasco de medio. Se suelen utilizar
Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus para medios de recuento total y
Candida albicans para medio de recuento de hongos. Se incuban en las
condiciones adecuadas para el microorganismo y se comprueba la
presencia de crecimiento.
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Medio so6lido o liquido. Comprobacion propiedades
selectivas

Se prepara la suspensién que contenga aproximadamente 10°UFC/ml de
un microorganismo que crezca abundantemente en el medio y de otro
cuyo crecimiento este inhibido. Se debe mantener un registro de
preparacion de medios de cultivo asi como de todos los controles
efectuados. (1)

POTENCIA MICROBIOLOGICA DE ANTIBIOTICOS

Para determinar la potencia de antibioticos, se emplean dos métodos
generales:

B Difusion en Agar

B Turbidimetrico
Estos métodos comparan la respuesta de un microorganismo especifico y
sensible, frente a un antibiotico estandar de actividad conocida y una
muestra, bajo condiciones idénticas de ensayo.

Método de difusion en Agar

Se basa en la difusion del antibiotico desde un punto de aplicacion a
través de una superficie de agar inoculado con el microorganismo de
prueba. La difusion origina zonas de inhibicion de microorganismos, cuyo
tamano (diametro) esta en relacion con la concentracion del antibiotico.

El agar para los medios de cultivo debe estar enteramente claro cuando
liquido, y homogéneo opaco-translucido cuando solido; debe tener una
translucencia suficiente y permitir a colonias profundas en las placas o
las culturas de la punalada que se observaran facilmente; no debe
contener el material, el sedimento, o pedazos floculentos de papel del
algodon o de filtro, éstos obstaculizan el desarrollo tipico de la colonia de
microorganismos y, al inexperto, se pueden algunas veces confundir desde
colonias.(7)

Método turbidimeétrico

Este método se efectia en un medio de cultivo liquido inoculado con el
microorganismo de prueba, al que se le agregan concentraciones
crecientes del antibiotico. Después del periodo de incubacion se determina
la turbiedad producida por el crecimiento microbiano, el cual esta en
funcion de la concentracion del antibiotico.
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METODO DE DIFUSION EN AGAR

Preparacion de las placas. Para cada antibiotico se seleccionan los medios
de cultivo, el microorganismo de prueba e inoculo sugerido.

En cada ensayo, preparar 12 placas para la linea dosis respuesta y 3 para
cada muestra.

Distribuir sobre una superficie plana y a nivel, la cantidad senalada del
medio de cultivo para capa base (estéril, fundido y mantenido a 50 °C
aproximadamente). Dejar las tapas de las cajas entreabiertas para evitar
la acumulacion de agua de condensacion. Permitir que el agar solidifique y
tapar.

Preparar el volumen necesario del medio de cultivo para capa de siembra
(estéril, fundido y mantenido a 48-50 °C) con la cantidad sugerida de la
suspension de microorganismos. Agregar a cada caja conteniendo la capa
base solidificada, el volumen de capa de siembra indicado, extender
uniformemente y dejar solidificar; en las cajas asi preparadas, colocar 6
cilindros de acero inoxidable a intervalos regulares a 60 °C sobre un radio
de 2.8cm.

Para la curva de referencia, utilizar un total de 12 placas, 3 para cada una
de las soluciones de la curva, excepto para la concentracion central o
punto de referencia de la curva, esta se incluye en todas las placas. En
cada conjunto de 3 placas, llenar 3 cilindros con la concentracion media
de referencia y alternar 3 cilindros con la concentracion mas baja de la
curva y asi sucesivamente con cada concentracion de referencia. De esta
manera se tendran 36 zonas de inhibicion para la concentracién de la
SRef y 9 zonas de inhibicion para cada una de las otras 4 concentraciones
de la curva (a, b, d, e).

Para cada muestra se emplean 3 placas, en las que se llenan 3 cilindros
de cada una de ellas con la concentracion media de referencia y 3 con la
solucion de la muestra preparada a la misma concentracion media de
referencia. Incubar las placas durante 16 horas a 18 horas y a la
temperatura indicada para cada antibiotico. Después del periodo de
incubacion medir el diametro de las zonas de inhibicion.

METODO TURBIDIMETRICO

Para cada antibidético seleccionar el microorganismo de prueba, medio de
cultivo e inoculo sugerido y proceder como sigue: Emplear 15 tubos para
los 5 puntos de la linea dosis respuesta y tres para cada muestra.

Universidad Nacional Auténoma de Nicaragua Pagina 12



Validacion de potencia de Eritromicina (suspension) por el método cilindro/ placa, en el laboratorio de
control microbioldgico facultad CCQQ Unan-Leon.

Colocar 1.0 ml de cada concentracion de SRef y de la muestra a la
concentracion media en cada conjunto de 3 tubos. Agregar a cada tubo 9
ml del medio de cultivo inoculado e incubar de 2 horas a 4 horas en un
BM a la temperatura indicada para cada antibiotico. El tiempo de
incubacion puede determinarse observando el desarrollo en la
concentracion media de la SRef, el punto final del ensayo es cuando los
tubos conteniendo la concentracion media de SRef proporcionen lecturas
aproximadas del 50 porciento de transmitancia, aproximadamente.

Retirar los tubos del BM y detener el desarrollo inmediatamente agregando
a cada tubo 0.5ml de una solucion de formaldehido al 12 porciento.

Determinar el valor de transmitancia para cada tubo en un fotometro a
una longitud de onda de 530 nanémetros.

Ajustar el instrumento a 100 por ciento de transmitancia con un blanco
del medio de cultivo sin inocular y 0.5ml de formaldehido al 12 por ciento.

Trazar la linea dosis respuesta en papel semilogaritmico de un ciclo
colocando los valores de la concentracion en la escala logaritmica y los
valores de transmitancia en la escala aritmética.

La linea dosis respuesta se traza a través de todos los puntos, o bien
utilizando los valores alto (H) y bajo (L) obtenidos bajo la siguiente
formula:

L= (3at+2b+C-€)/5
H= (3e+2d+c-a)/5

En donde L, es el valor de transmitancia calculado para la concentracion
mas baja de la SRef; H es el valor de transmitancia calculado para la
concentracion mas alta de la SRef; a, b, c, d, e, son los promedios de los
valores de transmitancia para cada concentracion de la SRef, del mas bajo
al mas alto respectivamente.

Estimacion de la potencia de la muestra

Promediar los valores de transmitancia para la muestra y determinar la
concentracion interpolando en la linea dosis respuesta. Multiplicar la
concentracion obtenida por el factor de dilucion para encontrar el
contenido del antibiotico en la muestra. (3)
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Factores determinantes

La buena ejecucion del método depende de que los siguientes factores
sean apropiados y estén bien controlados:

e Microorganismos

e Agar

epH

e Diametro de los cilindros (difusion en agar)

e Espectrofotometro calibrado (turbidimetria)
eRango de concentraciones

eTemperatura de incubacion de las placas o tubos
e Tampo.

VALIDACION
Definicion de validacion

Segun la Food and Drug Administration (FDA) “Validacion es establecer
una evidencia documentada que provea un alto grado de garantia de que
un proceso especifico producira, de forma consistente, un producto que
cumpla con sus especificaciones predeterminadas y atributos de calidad.

La cualificacion se refiere esencialmente al funcionamiento de la
maquinaria, equipos y aparatos de laboratorio en los cuales se ha de
demostrar experimental y documentalmente que funcionan de acuerdo
con el uso previsto.

La validacion se refiere a procesos, sistemas y métodos; si tenemos en
cuenta que la validacion es establecer una evidencia documentada de que
un proceso se realiza correctamente y produce un producto que esta
dentro de las especificaciones predeterminadas (nivel de calidad exigido),
es evidente que antes de validar un proceso, hemos de tener cualificado la
magquinaria necesaria para realizar aquel ensayo.

Existen dos tipos de validacion:
e Prospectiva: Se efectiia antes de la comercializacion del producto.
e Retrospectiva: Se efectia con los datos obtenidos mediante ensayos
posteriores realizados sobre el producto ya comercializado.(6)

Principios basicos de la validacion

El proceso de validacion es un elemento clave para asegurar que se
cumplen con los objetivos de Garantia de Calidad.
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e Por ello la validacion debe servir como una garantia de calidad del
equipo, procedimiento, proceso, material, actividad, sistema que
intervenga en la fabricacion del producto farmacéutico y que por lo
tanto influye de forma muy directa en la calidad del mismo.

e Debe demostrarse que el equipo, proceso, material, actividad o
sistema es homogéneo, fiable y reproducible para conseguir un
producto que cumpla las especificaciones establecidas dentro de unos
intervalos definidos.

e Esta demostracion debe documentarse adecuadamente con las
pruebas que se hayan realizado y los datos que se hayan obtenido,
segun el protocolo de validacion definido.

Consideraciones preliminares de la validacion

Durante los estudios de investigacion y desarrollo farmacéutico, el
producto debe definirse cuidadosamente en relacion a sus caracteristicas
fisicas, quimicas y tecnologicas: Es importante trasladar Ilas
caracteristicas del producto a las especificaciones como base para la
descripcion y control del producto.

La documentacion de los cambios realizados durante el desarrollo, provee
adecuada trazabilidad, la cual puede ser utilizada mas tarde para futuros
problemas.

Deben considerarse todos los aspectos pertinentes del producto los cuales
influyen sobre la seguridad y eficacia tales como estabilidad,
biodisponibilidad y fiabilidad del proceso. Se han de establecer rangos o
limites para cada caracteristica. Estos rangos se han de expresar en
términos facilmente mesurables.

La validez y aceptacion de las especificaciones debe verificarse a través de
los ensayos del producto y sobre bases cientificas, durante las fases
iniciales de desarrollo y de produccion.

Una vez demostrado que las especificaciones son aceptables, es
importante que cualquier cambio de ellos, este de acuerdo con los
procedimientos de control de cambios. (2)

El ensayo debe disenarse de forma que permita examinar la validez del
modelo matematico en el que se basa la ecuacion de la potencia si se
escoge el modelo de las lineas paralelas, las dos lineas de logaritmos de
dosis respuesta deben ser paralelas, y lineales en el rango de dosis usadas
en el calculo. Estas condiciones deben verificarse por ensayos de
validacion con una probabilidad P= 0.05. Pueden usarse otros modelos si
se demuestra su validez.
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Los pasos a seguir para la validacion de una valoracion de antibioticos
son:

LINEALIDAD

La linealidad es la capacidad del método para proporcionar resultados que
son directamente (o0 por medio de transformaciones matematicas)
proporcionales a la concentracion del analito en la muestra dentro de un
rango establecido.

Siempre que sea posible se buscara una respuesta de tipo lineal que
facilitara su trazado, interpolacion e interpretacion.

Procedimiento de determinacion de linealidad

Para evaluar la linealidad existen unos criterios minimos aplicables a
cualquier procedimiento.
B Dentro del rango establecido se recomiendan estudiar almenos 5
niveles de concentraciéon y analizarlas por triplicado (K=5, n° de
replicas=3 con un total de 15 determinaciones(n=15).
B Para realizar los analisis se recomienda hacer pesadas
independientes, ya que asi se elimina el posible error sistematico que se
podria arrastrar partiendo de una sola pesada y realizando disoluciones.
No obstante para evaluar la linealidad en las impurezas se suelen
utilizar sucesivas disoluciones ya que normalmente se trabajan niveles
de concentracion muy bajos y esto dificultaria las pesadas.
B El numero de repeticiones en cada muestra dependera de la
precision del sistema instrumental empleado, y de lo que se decidira
incluir como rutina en el procedimiento analitico a emplear.

Evaluacion estadistica de la linealidad

El estudio de la linealidad no solo implica una representacion grafica sino
que es necesario realizar una comprobacion estadistica.

Coeficiente de <correlacion (r) y  coeficiente de
determinacion (r?).

El coeficiente de correlacion nos indica el grado de relacion entre las
variable x (concentracion), la variable y (respuesta). Su valor maximo es 1,
si r es cercano a la unidad significa que existe correlacion con una
posibilidad elevada. Un valor nulo indica ausencia de la relacion lineal
entre las variables.

El valor recomendable para el coeficiente de correlacion es 20.95.
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La informacion obtenida mediante el calculo r es ilimitada y no justificada

por si sola la linealidad, siendo r’ el que aporta una mayor significacién
estadistica ya que expresa la proporcion de la variabilidad total de y
explicada por el modelo.

Variancia residual constante (homoscedasticidad)

La representacion de los residuales e; aporta mucha informacion acerca
de la validez del modelo. De entre las diversas formas de hacerlo la mas
habitual consiste en representar los residuales (eje de ordenadas) frente a
los valores estimados (eje de abscisas). La distribucion de los puntos
deberia ser aleatoria, no reflejar ninguna tendencia.

Test de Linealidad

Existen varios procedimientos para verificar la linealidad:

a. Coeficiente de correlacion de los factores de respuesta (f)

El factor de respuesta expresa la relacion entre la lectura y la respuesta
(area) y la concentracion y puede tomarse como un expresion
aproximada de la sensibilidad de calibrado. En una calibracion lineal
los factores de respuesta deben ser semejantes entre si y cercanos al
valor de la pendiente. Valores del coeficiente de variaciones superiores
al 5% serian indicativos de una posible falta de linealidad, siendo
recomendable valores no superables al 2%.

b. Significacion estadistica de la desviacion estandar de la pendiente.

Se trata de comprobar que existe una pendiente significativamente
distinta de cero mediante una prueba de t de student.

Consiste en:

B Demostrar que la recta de de regresion construida con el logaritmo
de la dosis del antibiotico patron y la respuesta cumple con los
parametros de regresion lineal y analisis de la varianza.

B Demostrar que la recta de regresion construida con una muestra de
producto acabado que contiene el antibiotico a las mismas dosis que la
recta del patron, presenta una relacion log. Dosis respuesta que cumple
con los parametros de regresion lineal y analisis de la variancia.

B Demostrar que las dos rectas (patron y problema) cumplen con el
test de coincidencia. Para construir las rectas de regresion, se prepara 5
dosis de antibiotico en progresion geométrica. Una vez efectuado el
ensayo, ya sea por difusion en agar o turbidimetrico, obtenemos unos
resultados que son los que utilizamos para los calculos de las rectas.
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Para aceptar la validacion de la linealidad, se efectia el ensayo de
comprobacion de las rectas patron-problema por triplicado.

Criterios de aceptacion:

% Coeficiente de determinacion
¢ Cumplimiento de las condiciones de aceptacion:

a) Normalidad de los resultados.
b) Homocedasticidad de los resultados.
% Analisis de la variancia.
% Test F1 para la regresion lineal o pendiente.
% Test para la linealidad, falta de ajuste o curvatura

Analisis de variancia: ANOVA

El analisis de varianza o ANOVA es una herramienta estadistica que
permite comparar simultaneamente varias medias muestrales. Las medias
se comparan para establecer si son todas iguales (hipotesis nulas) o si al
menos una de ellas es distinta de las demas (hipotesis alternativa).

El nombre de ANOVA hace ilusion a que la comparacion de mas de dos
medias se realiza mediante el calculo y la comparacion de dos varianzas,
pero se debe tener presente que el objetivo es comparar medias y no
varianzas.(14)

Para poder realizar un ANOVA se deben cumplir los siguientes supuestos:
e Homogeneidad de variancias.
e Normalidad de los residuales.

Homogeneidad de variancias:

Se puede comprobar aplicando un test. Estadisticamente seria mas
correcto normalizar previamente las respuestas, ya que de lo contrario se
compararan coeficientes de variacion que corresponden a medidas de
concentracion diferentes entre si. De todas formas es habitual efectuar el
test sin cumplir este requisito cuando el intervalo de concentraciones no
es excesivamente amplio.

Normalidad de los residuales:

Se puede comprobar mediante la representacion grafica que algunos
programas estadisticos realizan de los mismos o bien aplicando un test de
normalidad. Una vez comprobados estos supuestos se calcularan los
estadisticos F1 Y F2.
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REPETIBILIDAD (PRESICION) MISMO LABORATORIO EN IDENTICAS
CONDICIONES

La procedencia de las muestras destinadas al estudio de la precision
puede ser de muestras reales o preparadas en el laboratorio.

El objetivo de estudio de la precision es conocer la variabilidad o el mas-
menos del método de ensayo. Esta variabilidad es debida a errores
aleatorios inherentes a todo método de ensayo. Como consecuencia de la
existencia de estos errores, los analisis efectuados sobre muestras
idénticas, en las mismas circunstancias, no conducen generalmente a
resultados idénticos. Los factores susceptibles de influir sobre los
resultados de un ensayo no pueden ser siempre controlados (analista,
equipo instrumental, reactivos, tiempo).

La precision engloba diferentes tipos de estudio:

Repetibilidad

Estudia la variabilidad del método efectuando una serie de analisis sobre
la misma muestra en las mismas condiciones operativas (por un mismo
analista con los mismos aparatos y reactivos) en un mismo laboratorio y
en un periodo de tiempo corto.

Uno de los factores que mas pueden influir en la repetibilidad del método
de analisis es la concentracion del analito, ya que la desviacion estandar
de las respuestas aumenta al disminuir la concentracion del analito.
Cuando se trabaja a concentraciones altas se aceptan valores de
coeficiente de variacion mas bajos que cuando se trabaja a
concentraciones mas bajas.

Precision intermedia

Estudia la variabilidad del método efectuando una serie de analisis sobre
la misma muestra en las mismas condiciones operativas diferentes
(diferentes analistas, aparatos, dias, etc.) y en un mismo laboratorio.

Reproducibilidad

Estudia la variabilidad del método bajo condiciones operativas diferentes y
en distintos laboratorios.

La precision de un método analitico se expresa generalmente como el
coeficiente de variacion (CV) de una serie de medidas.

Se determina a partir de un blanco de excipientes al que se le anade la
cantidad de antibi6tico correspondiente al 100% teorico.

Después de realizar la valoracion (9 replicas) se obtienen unos resultados
con los cuales se calcula:
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La media

La desviacion estandar (variabilidad del método)

La desviacion estandar de la media

El coeficiente de variacion

Los limites de confianza de la media

Los limites de confianza de la desviacion estandar

La tolerancia, que expresa la variabilidad del método respecto al
intervalo entre las especificaciones superior e inferior.

Criterios de aceptacion:

X/

% Coeficiente de variacion: Para unos limites de 90-125%

®,

+ Tolerancia: 30%.

EXACTITUD

Para determinar la exactitud se preparan 3 alicuotas de un blanco con los
excipientes, se anaden a una de ellas la cantidad de antibiético
correspondiente al limite inferior de aceptacion, en la otra alicuota se
anade la cantidad correspondiente al 100% y en la tercera la cantidad
correspondiente al limite superior de aceptacion.

Se efectuan tres valoraciones de cada una de las alicuotas y con los
resultados obtenidos se comprueba que se cumplan los parametros
estadisticos que definen la exactitud:

e Homogeneidad de variancias

e Testt de student

e Determinacion del sesgo o error determinado

Criterios de aceptacion
% Homogeneidad de variancia ( no significativo)
% Sesgo 3%.

Ensayo del producto

En las valoraciones de la rutina cuando la linealidad del sistema ha sido
demostrada, usar un ensayo de 3 puntos.

Usar en cada ensayo el numero de replicas por dosis que aseguren la
precision requerida. Tomar al menos tres unidades del lote, que
correspondan al principio, mitad y final del lote.
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Periocidad de la validacion

Farmacopea Europea no indica la periocidad de la validacion, solo se
requiere la validacion al inicio de control del producto o cuando hay un
cambio en la formulacion o en el método de validacion. (1)

INCERTIDUMBRE

La Guia para la Expresion de la Incertidumbre (GUM ISO 1993) define la
incertidumbre de medicion como un parametro 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 inoculo 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. 19995) clasifica los métodos de estimacion de la
incertidumbre en dos tipos de llamada de tipo A y tipo B de evaluacion (de
la incertidumbre).

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:

H

Z (x, -x)’

i=1

n—1

s(x)=s, =

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

Tipo B de evaluacion:

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

Incertidumbre 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 validez general del método especifico
repetibilidad y 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 ntimero
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, llamada 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
combinacion de procesos que hace matematicamente. Es posible
componer una estimacion de la incertidumbre de la medicion de cualquier
situacion excepcional.

Universidad Nacional Auténoma de Nicaragua Pagina 22



Validacion de potencia de Eritromicina (suspension) por el método cilindro/ placa, en el laboratorio de
control microbioldgico facultad CCQQ Unan-Leon.

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.

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. (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.

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 dilucion, parametros ambientales, datos de
validacion, etc.), se obtiene por combinacion de las incertidumbres
estandares de las diferentes observables a traves de la ley de la
propagacion de la incertidumbre (o propagacion de errores).

Existen dos casos: cuando las variables son independientes y cuando
estan correlacionadas.
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METANOL

El compuesto quimico metanol, también conocido como alcohol metilico o
alcohol de madera, es el alcohol mas sencillo. Es un liquido ligero,
incoloro, inflamable y toxico que se emplea como anticongelante,
disolvente y combustible. Su formula quimica es CH30H.

Precauciones

A concentraciones elevadas el metanol puede causar dolor de cabeza,
mareo, nausea, vomitos y muerte (en el peor de los casos). Una exposicion
aguda puede causar ceguera o pérdida de la vision, ya que puede danar
seriamente el nervio 6ptico. Una exposicion cronica puede ser causa de
danos al higado o de cirrosis. La dosis letal de metanol para los humanos
varia entre 0,3 gramos y 1 gramo por kilogramo de masa corporea.

El metanol, a pesar de su toxicidad, es muy importante en la fabricacion
de medicinas.

Usos

El metanol tiene varios usos. Es un disolvente industrial y se emplea como
materia prima en la fabricacion de formaldehido. El metanol también se
emplea como anticongelante en vehiculos, combustible de bombonas de
camping-gas, disolvente de tintas, tintes, resinas y adhesivos. El metanol
puede ser también anadido al etanol para hacer que éste no sea apto para
el consumo humano (el metanol es altamente téxico).

Un grupo funcional es un atomo o grupo de atomos que forman parte de
una molécula y que determina el comportamiento fisico y quimico de un
grupo de compuestos. Los grupos funcionales presentan el mismo o muy

Semejante comportamiento quimico en todas las moléculas donde se
encuentran.

MEDIOS

Antibiotico numero 11

Base para determinacion de potencia antibiotica por la técnica de ensayo
microbiologico.

Instrucciones: Suspenda 30.5g del polvo en 1000ml de agua purificada.
Mezcle bien. Caliente agitando frecuentemente y hierva durante 1 minuto
para disolver completamente el polvo. Autoclave a 121°C durante 15
minutos. Para elevar el pH a 8.3 * 0.1, enfrie la base a una temperatura

Universidad Nacional Auténoma de Nicaragua Pagina 24



Validacion de potencia de Eritromicina (suspension) por el método cilindro/ placa, en el laboratorio de
control microbioldgico facultad CCQQ Unan-Leon.

de entre 45 y 50°C y agregue NADH. Analice muestras del producto final
para verificar su rendimiento usando cultivos de control tipicos y estables.
Formula aproximada por litro:

Extracto de res 1.5¢g

Extracto de levadura 3.0

Digerido pancreatico

de caseina 4.0
Peptona 6.0
Dextrosa 1.0
Agar 15.0

pH final 7.95 + 0.05. Higroscopico.

Antibiotico numero 1

Base para determinacion de potencia antibidtica por la técnica de ensayo
microbiologico.

Instrucciones: Suspenda 30.5g del polvo en 1000ml de agua purificada.
Mezcle bien. Caliente agitando frecuentemente y hierva durante 1 minuto
para disolver completamente el polvo. Autoclave a 121°C durante 15
minutos. Para elevar el pH a 8.3 £ 0.1, enfrie la base a una temperatura
de entre 45 y 50°C y agregue NADH. Analice muestras del producto final
para verificar su rendimiento usando cultivos de control tipicos y estables.

Formula aproximada por litro:
Extracto de res 1.5g
Extracto de levadura 3.0
Digerido pancreatico

de caseina 4.0
Peptona 6.0
Dextrosa 1.0
Agar 15.0

pH final 6.55 + 0.05. 25°C.

MICROCOCCUS

Micrococcus es un género de bacteria del filo Actinobacteria. 'Se
encuentran en ambientes diversos, incluyendo agua y suelo. Son bacterias
Gram-positivas con células esféricas de diametro comprendido entre 0,5 y
3 micrometros que tipicamente aparecen en tétradas. Micrococcus tiene
una gruesa pared celular que puede abarcar tanto como el 50% de la
materia celular. Su genoma es rico en guanina y citosina (GC),
tipicamente en porcentaje del 65 al 75% de contenido GC. A menudo
contienen plasmidos (de tamano comprendido entre 1 y 100MDa) que
proporcionan al organismo caracteristicas utiles.
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Especies

Algunas especies de Micrococcus, tales como M. luteus (amarillo) y M.
roseus (rojo) producen colonias de color amarillo o rosa cuando crecen
sobre un medio sé6lido. En muestras de M. luteus se ha detectado que
sobre producen riboflavina cuando crecen sobre medios organicos toxicos
tales como piridina. Estudios de hibridacion indican que las distintas
especies del género Micrococcus no estan proximamente emparentadas,
presentando una homologia de secuencias genéticas tan pequena como el
50%. Esto sugiere que algunas especies Micrococcus podrian, sobre la
bases del analisis de ARN ribosomico, ser reclasificadas en otros géneros.

Habitats

Estas bacterias se han aislado de la piel humana, productos lacteos y de
origen animal, cerveza, etc. También se encuentran en muchos otros
ambientes, incluyendo agua y suelo. M. luteus vive sobre la piel humana y
transforma el sudor en compuestos de olor desagradable. Las especies de
este género pueden crecer bien en ambientes con poca agua o con altas
concentraciones de sal. La mayoria son mesofilos; algunos como
Micrococcus antarcticus (encontrado en la Antartida) son psicrofilos.

Aunque no forman esporas, las células de Micrococcus pueden sobrevivir
durante largos periodos: cultivos no protegidos en muestras de suelo han
revivido después de estar almacenados en un refrigerador durante 10
anos. Un trabajo reciente de Greenblat et al. prueba que Micrococcus
luteus ha sobrevido durante por lo menos 34.000 - 170.000 anos sobre la
base del analisis de ARNr 16S rRNA, y posiblemente mucho mas.

Patogénesis

Se tiende a pensar que Micrococcus es generalmente un organismo
comensal o saprofitico, aunque podria ser también un patégeno
oportunista, particularmente en pacientes con inmunodeficiencia, tales
como enfermos de VIH. Puede ser dificil identificar Micrococcus como la

causa de wuna infeccion puesto que el organismo esta presente
normalmente en la microflora cutanea. El género es raramente asociado
con enfermedades. En raras ocasiones la muerte de pacientes
inmunodeprimidos se ha debido a infecciones pulmonares producidas por
Micrococcus. También puede estar implicado en otras infecciones,
incluyendo bacteriemia recurrente, shock séptico, artritis séptica,
endocarditis, meningitis y neumonia cavitating (pacientes inmuno
deprimidos).
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Usos industriales

Micrococcus, como muchos otros géneros de Actinobacteria, pueden ser
catabolicamente versatiles, con la habilidad de utilizar un extenso rango
de substratos inusuales, tales como piridina, herbicidas, bifenilos
policlorados y petroleo. Pueden también realizar la detoxificacion o
biodegradacion de muchos otros contaminantes ambientales. Otros
Micrococcus producen varios productos utiles, tales como largas cadenas
(C21-C34) de hidrocarbonos alifaticos para aceites lubricantes. (15)
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Tipo de estudio:

Muestreo:

Area de estudio

Universo:

Muestra:

MATERIAL Y METODOS

Experimental.
No probabilistico.

Este estudio fue realizado en el Area de Microbiologia
del Departamento de Analisis de Drogas, Toxicos y
Medicamentos de la Facultad de Ciencias Quimicas,

UNAN-LEON.

Suspensiones de Eritromicina de wun laboratorio
nacional. El numero de lote, tamano de lote, fecha de
fabricacion del producto, fecha de caducidad no puede
ser revelado debido al compromiso de confidencialidad y
ética que el Laboratorio de Control de Calidad de
Medicamentos tiene para con el laboratorio al que se le

realice el analisis.

Dos muestras de 100 ml del antibidtico Eritromicina
250mg/5ml. Con la muestra no hubo criterio de
seleccion, se tomaron dos muestras al azar de las
muestras que habian sido entregadas al laboratorio de
control de calidad de medicamentos para su respectivo

analisis.

Unidad de Analisis: Eritromicina 250mg/5ml.

Variables:

Actividad Bactericida.

Concentracion.

pH.
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Material:

La interpretacion de los resultados incluye las siguientes etapas:

Preparacion del inoculo.

Preparacion de la muestra y soluciones de referencia.
Preparacion de platos petri.

Incubacion.

Lectura de halos.

Procesamiento de datos.

Lol ok oX SN S

Todo el material debe estar limpio y estéril o perfectamente enjuagado con
agua destilada para eliminar cualquier residuo que pueda afectar el
crecimiento de microorganismo de prueba. El material de vidrio para
mantenimiento, manejo, transferencia y  desarrollo de los
microorganismos, debe esterilizarse por calor seco a 170°C-180°C durante
1 hora.

e Cajas petri de 100mm x 20mm.

e Tapas de porcelana porosa

e C(Cilindros de acero inoxidable de las siguientes medidas: 10mm +-
0.1mm de longitud, 8mm+-0.1mm de diametro externo, 6mm +-0.1mm
de diametro interno.

e Medidor de zonas (vernier, reglas milimétricas, proyector 6ptico)

e Tubos de vidrio de 16 mm x 125mm x 150mm con tapones de
plastico o acero inoxidable resistente a la esterilizacion.

e Colorimétrico fotoeléctrico a 530-580 nm.

e Bano de agua con una variacion de +-0.1°C (respecto a la
temperatura seleccionada)

Autoclave.

Horno esterilizador.

Incubadora.

Erlenmeyer 250ml.

Pinzas estériles.

Balon.

Espatula.

Probeta 100ml.

Pipeta 2ml, 10ml.

Micropipeta.

Asa.

Balon 25ml, 100ml, 1000ml.

Ph metro.

Refrigerador.

Mechero.

Horno esterilizador.
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Otros:

e Algodon.

e Papel aluminio.

e Fosforos.

e Gradilla.

e Boquilla.

e Guantes.

e Gorros.
Meétodo:

Se preparan cinco soluciones estandar (1.415, 2, 2.83, 4, 5.67ug/ml)
donde S3 es la dosis media. Se prepara un nivel de la muestra a una
concentracion igual que el nivel medio del estandar (S3=D3).

El método a emplear en el ensayo es el método cilindro en placa segun
recomendaciones de la USP el que consiste en verter 21ml de medio agar
11 y se deja solidificar en una superficie a nivel (capa de agar base) se
anaden 5Sml del medio con Micrococcus luteus (capa siembra) a cada placa,
se rota la placa de manera que el agar inoculado cubra toda la superficie
de manera uniforme, se deja solidificar. Se colocan 6 cilindros de acero
inoxidable en la superficie del medio agarizado, los cilindros se llenan de
manera alterna con la solucion de dosis media y otra de dosis de prueba.
El método se realiza por triplicado 5+1:

v' Tres cilindros con soluciéon S1 y los otros tres con S3.
v' Tres cilindros con solucién S2 y los otros tres con S3.
v" Tres cilindros con solucién S4 y los otros tres con S3.
v' Tres cilindros con solucién S5 y los otros tres con S3.

Las placas se colocan a una temperatura entre 4-10°C por 30minutos y
luego se incuban a 35-37°C por 18-24 horas.

Transcurrido el tiempo de incubacion se retiran los cilindros y se miden
los halos de inhibicion formados con un lector de zona.

Se utiliza el diseno experimental cilindro en placa. El ensayo se realiza
guardando las buenas practicas de laboratorio.

Se esteriliza el material y se calibra el equipo a ser utilizado, el ambiente
debe estar descontaminado para evitar el crecimiento de cualquier
microorganismo distinto al que se estudia, las mesas de trabajo se limpian
con alcohol al 70% antes de ser utilizadas.
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+* Preparacion de la suspension del microorganismo de prueba.

De acuerdo con la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos se
siembra Micrococcus luteus en tubos con el medio 1 en posicion inclinada.
Incubar 32-35°C durante 24 horas. Cosechar el crecimiento con 3ml de
solucion salina estéril. Inocular con esa suspension S tubos de
microorganismos que contienen aproximadamente 9 ml de medio de
cultivo inclinado. Incubar a 32-35°C durante 24 horas. Transcurrido el
periodo de incubacion cosechar el crecimiento de cada tubo co
aproximadamente 4 ml de solucion salina.

Ajuste de la suspension. Determinar la suspension original, la dilucion
que permita obtener en un fotocolimetro y a una longitud de onda de
580nm, un 25 por ciento de transmitancia £ 2 por ciento. La dilucion solo
sirve de referencia para el ajuste de la suspension original con la cual se
debe inocular el medio para capa de siembra. Se determina el volumen de
suspension original que debe agregarse al medio para capa siembra 1.5ml,
para obtener zonas de inhibicion bien definidas y medibles. Conservar la
suspension original en refrigeracion.

+* Preparacion de las soluciones de trabajo.

Previo a la preparacion de las soluciones de trabajo, se pesa la cantidad
indicada del antibiotico indicado 100 mg de Eritromicina se disuelven en
10ml metanol, se prepara Buffer 3 a pH 8+0.1 utilizandolo como
diluyente final hasta poder llegar a obtener las concentraciones deseadas.

Teniendo una solucién Stock a una concentracion de 1mg/ml se procede a
realizar los calculos necesarios para preparar 50 ml de cada solucion de
trabajo, las concentraciones son:

Para solucion 5: 5.67 ug/ml
Para M3: Igual que S3.

e Para solucion 1: 1.415 ug/ml
e Para solucion 2: 2 ug/ml
e Para solucion 3: 2.83 ug/ml
e Para solucion 4: 4 ug/ml
[ ]
[ ]

Siendo estas las asignadas para el método 5+1. En el caso del método 3+3
las concentraciones son las siguientes:

e Para solucion 2: 2 ug/ml
e Para solucion 3: 2.83 ug/ml
e Para solucion 4: 4 ug/ml

Las concentraciones se obtienen manteniendo una relacion de 1.415.
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Estas son preparadas el mismo dia del ensayo junto con la solucion stock
y el restante de cada solucion es descartado. Por tanto un ensayo es

Independiente de otro siempre manteniendo cada solucion con su
respectiva concentracion.

= Preparacion de platos petri.

e Platos petri o placas petri deben estar previamente estériles como el
resto de material a utilizar, debe estar seco y con tapas de porcelana
para evitar alguna posible reaccion de fotosensibilidad del farmaco.

e A estas placas se le introduce capa base de medio 11, 21ml a cada
placa, se deja solidificar y luego se adiciona medio 11 conteniendo 1.5ml
de Micrococcus luteus 4ml a cada placa, la manipulacion debe hacerse
cerca del mechero, se dejan molificar las capas contenidas en la placa.

e Una vez solidificado el agar, se introducen los cilindros de acero
inoxidable a cada placa (6 en total) estos se introducen con una pinza
estéril.

e Se procede a ser llenados de forma alterna con la solucion de dosis
media y otra dosis de prueba.

e Se tapa cada placa y se procede a incubarlas.

e Se utiliza un total de 15 placas.

= Incubacion

Se procede a incubar las 15 placas con su respectivo cilindros a una
temperatura de 37°C por un periodo de 18-24 horas, estas nunca deben
ser invertidas pues los cilindros se caerian y los halos no se formarian.

= Lectura de halos

Una ves transcurrido el tiempo de incubacion se retiraran las placas de la
incubadora, se retirara cada cilindro de cada placa con una pinza y se
procede a leer cada halo formado haciendo uso del lector de zona.

* Procesamiento de datos

En el procesamiento de datos se promedian los diametros de las 9 zonas
de inhibicion correspondientes a cada una de las soluciones de trabajo,
obteniéndose el promedio de S1, S2, S4, S5. Se promedian también los 36
diametros de las zonas de inhibicibn de la solucion de referencia,
obteniéndose su respuesta promedio, este se considera el diametro
correcto y por lo tanto se usa para corregir los diametros.
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Cuando el promedio total es mayor que el promedio parcial se resta de
aquel y la diferencia es el factor de correccion con signo positivo, cuando
el valor promedio parcial resulta mayor que el valor promedio total la
diferencia es el factor de correccion con signo negativo.

Una ves que se obtienen los datos, estos se procesan mediante un método
estadistico, el programa utilizado para digitar los datos es Microsoft Excel.
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RESULTADOS

Resultado No 1

Lectura en mm de halos

Concentracién Respuesta

1.415 17.2
1.415 18.6
1.415 17
1.415 19.4
1.415 19.2
1.415 20.4
1.415 17.8
1.415 18.2
1.415 194

2 20

2 20

2 20

2 20

2 20

2 20

2 20

2 20

2 20
2.83 20
2.83 21.2
2.83 21.2
2.83 22.2
2.83 22.2
2.83 22.2
2.83 22.6
2.83 21.4
2.83 22.4
2.83 20.8
2.83 21.8
2.83 21.8
2.83 22.8
2.83 23.2
2.83 21.2
2.83 22.4
2.83 22
2.83 21.8
2.83 22
2.83 20.2
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2.83 21.4
2.83 21.8
2.83 18.2
2.83 22.4
2.83 22.8
2.83 22.6
2.83 22.6
2.83 21.6
2.83 21.4
2.83 21.6
2.83 21
2.83 22.4
2.83 20.6
2.83 21
2.83 20.4
2.83 19.8
4 22.2

4 22.4

4 23.8

4 19.6

4 19.2

4 23.4

4 24.4

4 25.6

4 25
5.6 25
5.6 24.8
5.6 24.6
5.6 25.2
5.6 25
5.6 23
5.6 24.4
5.6 23
5.6 24
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Resultado No 2
Linealidad
Medida en mm
Concentra | Ensayo Xi- |Yi- | (Xi-Xm)(Yi- | (Xi- (Yi- |y- | (y-
cion 2 X2 Xm |[Ym |Ym) Xm)2 |y Yi-y | V)2 Ym |[Ym)2
0.022
0.15 19.9 5/ 03| 34 1.02 0.09|20.2|-0.3| 0.09| 3.1 9.61
21.7| 0.0/0.002| 1.5| 2.402
0.3 21.7| 0.09| 0.15| 1.6 1.60 0.02 5 5 5 5 5
0.202
0.45 24 5 0| 0.7 0 0(23.3| 0.7| 0.49 0 0
24.8| 0.0{0.002| 1.5| 2.402
0.6 24.8| 0.36| 0.15| 1.5 0.23 0.02 5 5 5 5 5
0.562
0.75 26.1 5! 03| 2.8 0.84 0.09|26.4|-0.3| 0.09| 3.1 9.61
Resultado No 3
Linealidad
30 4
25 -
20 -
y=10.33x+ 18.65
R2=0.972
15 - —4—Seriesl
—— Lineal (Seriesl)
10 -
5 -
0 T T
0 0.2 0.4 0.6 0.8
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Resultado No 4
Linealidad

Media 0.45 23.3

Pendiente 10.33333333

Intercepto 18.65

variancia de los residuales 0.225

Coeficiente de determinacion 0.995067088

Coeficiente de correlacion 0.986241383

Concentracién del analito 0.517741935 0.45

Variancia de la bl 0.181818182

Variancia del b0 0.045

Coeficiente de determinacion (r2) >0.95

Resultado No 5
Carta Control
3LS 2LS LC 2L1 3LI

30,5 27,8 22,8 17,8 15,1
30,5 27,8 22,8 17,8 15,1
30,5 27,8 22,8 17,8 15,1
30,5 27,8 22,8 17,8 15,1
30,5 27,8 22,8 17,8 15,1
30,5 27,8 22,8 17,8 15,1
30,5 27,8 22,8 17,8 15,1
30,5 27,8 22,8 17,8 15,1
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Resultado No 6

Carta control

35
30 ¢———0—0—0—0—
O 0 0 0 0 0 O O
25 —&— Seriel
3 A\ 3 A\ Py “+‘AA _._ Serle2
20
—a—8 8 5 558 —A—Serie3
15— BB - sericd
10 —j#— Serie5
5 Serieb
0
1 2 3 4 5 6 7 8 9
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Resultado No 7

Analisis de variancia de un factor

Grupos Cuenta | Suma Promedio Varianza
Ensayo 1 107.4 21.48 6.727
Ensayo 2 116.5 23.3 6.175
Ensayo 3 118.6 23.72 6.632

22.83333333

6.511333333

Resultado No 8

Relacion concentracion-respuesta

Medida en Medida en Medida en
mm mm mm promedio
Concentracién Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3 Global

0.15 18.6 19.9 20.8

0.3 19 21.7 21.2

0.45 221 24 24.8

0.6 23.2 24.8 25.2

0.75 24.5 26.1 26.6
Media 0.45 21.48 23.3 23.72 22.8333333

Desviacion

estandar 2.593646082 | 2.484954728 | 2.575266976 |2.55128926
Variancia 6.727 6.175 6.632 6.51133333
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Resultado No 9

Relacion concentracion-respuesta

22 - —#=—Series]

20 1
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Resultado No 10

Validacion de potencia de Eritromicina (suspension) por el método cilindro/ placa, en el laboratorio de

Precision
Concentracion Estandar Muestras
2.83 22 22.4
2.83 21.2 21.8
2.83 21.2 22.4
2.83 22.2 21.8
2.83 22.2 22.8
2.83 22.2 23.2
2.83 22.6 21.2
2.83 21.4 22.4
2.83 22.4 22
Media 21.9333333 22.22222222
Desviacion estandar 0.52915026 0.59535237
Coeficiente de variacion 2.41253919 2.679085665
Variabilidad de los resultados 0.37416574 0.420977698
Tolerancia 0.0641427 0.072167605
6.41426981 7.216760537
Resultado No 11
FExactitud
Suma de Promedio Valor
Origen de las | cuadrado | Grados de de los Probabili critico
variaciones S libertad | cuadrados F dad para F
0.1326272 | 0.720491 | 4.493998
Entre ensayo 1.28 1 1.28 16 481 418
Dentro de los | 154.4177 9.6511111
ensayos 78 16 11
155.6977
Total 78 17
Sesgo 0.62% < 3%

Universidad Nacional Auténoma de Nicaragua

Pagina 41



control microbioldgico facultad CCQQ Unan-Leon.

Validacion de potencia de Eritromicina (suspension) por el método cilindro/ placa, en el laboratorio de

Resultado No 12
Exactitud
Origen de | Suma de Valor
las cuadrado | Grados de | Promedio de Probabi | critico
variaciones s libertad los cuadrados F lidad | para F
Entre 14.17733 1.088665| 0.3677| 3.8852
ensayos 333 2| 7.088666667 916 2271| 93835
Dentro de
los ensayos 78.136 12| 6.511333333
92.31333
393.3133333 14

Total 3 14
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ANALISIS DE RESULTADOS

Los criterios de aceptacion para la Linealidad, Precision y Exactitud se
cumplieron en el transcurso de la validacion y fueron comprobados al
finalizar éste, asi tenemos:

B Se estudiaron S niveles de concentracion (1.415, 2, 2.83, 4, 5.67) los
que fueron analizados por triplicado.

B Se realizaron pesadas independientes y preparacion de soluciones
independientes de cada ensayo, lo que evitdé que se produjera una
variabilidad significativa en los resultados.

B Valores del coeficiente de variacion para el estandar fue de 2.41 y
para la muestra de 2.67 lo indica que existe linealidad ya que los
valores no deben ser superiores al 5 %.

B El resultado de Tolerancia para el estandar fue de 6.41 y para la
muestra 7.21 lo cual indica que esta dentro del rango establecido ya
que el criterio de aceptacion indica <30%.

B La media del sesgo encontrado fue de 0.62 en el que el valor mayor
del sesgo en el analisis fue de 1.6 lo que indica que cumple con el
criterio de exactitud el cual debe ser menor al 3%.

M Se calculo el estadistico F, utilizando el analisis de varianza de un
factor, esto permitio que se calculara el valor de F critico el cual fue de
4.49 y F calculado de 0.13 en el que la bibliografia indica que F critico
debe ser mayor que F calculado, para que exista homogeneidad de las
variancias.
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CONCLUSION

El presente trabajo ha sido finalizado de una manera satisfactoria en el
que se han alcanzado los objetivos planteados al inicio de la investigacion,
se planteo el método cilindro en placa segun especificaciones de United
Status Pharmacopea 30 National Formulary 25 para la suspension de
Eritromicina el cual es activo contra Micrococcus luteus. Tenemos asi el
logro de la determinacion de la relacion que existe entre la dosis aplicada y
las respuestas obtenidas de éstas, de esta manera al aumentar la
concentracion en las soluciones de trabajo hay un aumento considerable
en el resultado de los mismos.

Se evaluo la repetibilidad y por ende la precision del método efectuando
una serie de analisis sobre la misma muestra en las mismas condiciones
operativas, en un mismo laboratorio y en periodo de tiempo corto, asi en
la evaluacion de la exactitud del método se expresa la proximidad entre el
valor que es aceptado convencionalmente como valor verdadero o teorico y
el valor encontrado experimentalmente, se obtuvieron resultados cercano
al valor teorico o nominal.

Los parametros de validaciéon cumplieron con los criterios de aceptacion,;
tenemos asi para la linealidad el coeficiente de determinacion fue mayor al
0.95%; para la precision el coeficiente de variacion fue menor al 5% y la
tolerancia menor al 30% y para la Exactitud el sesgo encontrado en el
ensayo fue menor al 3% y existe homogeneidad en las variancias por tanto
el cumplimiento de estos parametros asume que el proceso ha sido
validado.
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RECOMENDACIONES

A lo largo del trabajo expuesto se observaron una serie de dificultades que
conlleva a plantear una serie de recomendaciones a seguir en el
laboratorio para futuras investigaciones que se realicen en el mismo:

e Los métodos microbiologicos deben ser validados constantemente
tomando en cuenta las condiciones especificas del trabajo de
laboratorio.

e La realizacion del analisis para la obtencion de la potencia
microbiologica debe hacerse con una cepa reciente (joven).

e Se debe esterilizar material y calibrar el equipo necesario antes de
iniciar el ensayo correspondiente.

e Realizar un preensayo para ejercitar sobre la manipulacion de
material, equipo, reactivos, medios, soluciones que seran utilizadas
en el ensayo como tal.

e Procurar en lo mayor posible que la puerta que conduce al area de
trabajo no sea abierta en el momento que se realiza el ensayo para
evitar contaminacion del medio exterior.

e Descontaminar ambiente previo a realizar el ensayo para evitar
crecimiento de microorganismos en las placas ajenos a la practica.

e Procurar perfectas condiciones de cilindros sin picadura ni
corrosidad para mayor precision en el contenido de los mismos.

e Evitar que los cilindros se profundicen en capa base y capa siembra
para que el contenido del antibiotico sea bien difundido.

e Tener en cuenta buenas practicas de laboratorio y wuso de
vestimenta adecuada.

e Procurar al maximo tener a la disposicion suficiente material
desechable (gorro, guantes, boquilla, gabacha, zapatos) por
cualquier inconveniente evitando asi la exposicion directa en el
ambiente.
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GLOSARIO

Validacion: Establecimiento de la evidencia documental que un
procedimiento analitico conducira con un alto grado de seguridad a la
obtencion de resultados precisos y exactos dentro de las especificaciones y
atributos de calidad previamente establecidos.

Obtencion de pruebas documentadas de que un método analitico es lo
suficientemente fiable como para producir el resultado previsto dentro de
los intervalos definidos. (1)

Incertidumbre de una medida: Estimacion del intervalo dentro del cual
se encuentra el valor verdadero de la cantidad medida una vez efectuadas
las correcciones debidas a errores sistematicos. (1)

Esterilizacion: Destruccion de los microbios existentes en una sustancia
u objetos por procedimientos fisicos (calor, rayos ultravioletas) o quimicos
(antisépticos). (8)

Exactitud: Expresa la proximidad entre el valor que es aceptado
convencionalmente como valor verdadero, valor nominal, teorico o un
valor de referencia y el valor encontrado experimentalmente. Capacidad
del método analitico para proporcionar resultados lo mas cercano posible
al valor tedrico o nominal. Matematicamente se expresa como el valor
numeérico del error sistematico (diferencia entre el valor medio hallado y el
verdadero) o bien como error relativo porcentual.

En microbiologia, cuando se trata de efectuar contajes microbianos, la
exactitud se define como el porcentaje de recuperacion frente al valor del
inoculo. (1)

Ensayo: Procedimiento que explica detalladamente todas las operaciones
necesarias para efectuar un analisis concreto. (1)

Cultivo: Desarrollo de los microbios. Criar, desarrollar microbios o
gérmenes. (8)

Caldo: Medio favorable preparado para el desarrollo de un microbio. (8)
Autoclave: Aparato para la desinfeccion por vapor y altas temperaturas.
(8)-

Halo: Aureola que rodea la imagen de un punto brillante. (8)

Contaminar: Alterar nocivamente una sustancia u organismo por efecto
de residuos procedentes de la actividad humana o por la presencia de
determinados gérmenes microbianos. (8)

Solucion: Liquido que contiene un cuerpo disuelto. (8)

Diametro: Linea recta que pasa por el centro del circulo y termina por
ambos extremos en la circunferencia. (8)

Desviacion estandar: Estadistico basico indicativo de la dispersion o
variabilidad de los resultados. (1)

Muestra: Producto resultante de una operacion de muestreo. El muestreo
debe ser representativo y con un determinado caracter aleatorio si bien, en
algunos tipos de analisis y en aplicacion de la filosofia del peor caso se
propician muestreos sesgados. (1)

Universidad Nacional Auténoma de Nicaragua Pagina 46



Validacion de potencia de Eritromicina (suspension) por el método cilindro/ placa, en el laboratorio de
control microbioldgico facultad CCQQ Unan-Leon.

Media aritmeética: Valor de centralizacion de una muestra o poblacion.
Equivale a la suma de todas las observaciones divididas por el numero de
las mismas. (1)

Precision: Capacidad de un método para proporcionar resultados
proximos entre si. Grado de dispersion de los resultados analiticos
respecto a su valor medio. Se puede estudiar a tres niveles:

Repetibilidad: Evaluiia la precision del método efectuando una serie de
analisis sobre la misma muestra en las mismas condiciones operativas
(aparatos, reactivo, analista) en un mismo laboratorio y en un periodo de
tiempo corto.

Precision intermedia: Evaltia la precision del método frente a variaciones
internas del laboratorio (analista, dia, instrumento, etc.). Es la precision
intralaboratorio.

Reproducibilidad: Evaltia la precision entre laboratorios diferentes. (1)
Recta de regresion: Relacion entre las respuestas instrumentales que
produce un analito y las concentraciones del mismo. Siempre que sea
posible se buscara una respuesta que sea de tipo lineal. Cuando no lo sea
se podran efectuar transformaciones matematicas para rectificar la curva
de calibracion o bien se ajustara a funciones mas complejas. Cuando el
rango de trabajo sea muy amplio se pueden utilizar factores de
ponderacion. (1)

Residual: Es la diferencia entre el valor observado experimentalmente y el
valor estimado en una recta de regresion o curva de calibracion. (1)

Sesgo: Error sistematico o determinado. (1)
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Preparacion de Medios

Secado del Material
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Material Estéril

Suspension de Microorganismo Micrococcus luteus
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Incubacion de Placas
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Halos de Inhibicion de la Eritromicina
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Halos de Inhibicion de Eritromicina
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Lectura de Halos
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Descontaminacién del Material
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