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RESUMEN
Los parametros de desempefio son caracteristicas de funcionamiento que
debe de presentar un método de analisis para garantizar la confiabilidad de
los datos obtenidos.
La técnica para la determinacion de potencia de Gentamicina por el método
cilindro placa aplicada en esta investigacion se tomo6 conforme a los criterios
y especificaciones de la Farmacopea de los Estados Unidos (USP 30NF25)
a excepcidn de la concentracién media que se estipula para este antibidtico;
ya que la declarada de acuerdo a los resultados obtenidos en el laboratorio
no cumplia con las especificaciones de la USP. Por lo fue necesario que el
meétodo se adaptara a las condiciones del laboratorio de microbiologia a una
concentracion de 3 pg/mL. Dentro de este trabajo se detalla el procedimiento
gue se debe de realizarse para el desarrollo exitoso del ensayo de potencia.
El objetivo principal de esta investigacion fue la implementacion de los
pardmetros de desempefio (linealidad, exactitud, precision y rango) del
método cilindro placa para la determinacion de potencia de Gentamicina.
Para ello fueron necesarios una serie de analisis repetitivos, utilizando
diferentes condiciones y distintos analistas en ciertos parametros con lo que
se pone a prueba la robustez del método.
La parte practica fue realizada en el Laboratorio de microbiologia del Centro
de Investigacion y Desarrollo en Salud (CENSALUD) en un periodo de
tiempo de un afo. Al finalizar esta investigaciéon se puede expresar que la
metodologia analitica desarrollada tuvo un comportamiento preciso

(coeficientes de variacién en un rango entre 1.0 -1.68 %), Lineal (coeficiente
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de correlacién mayor que 0.99) Exacto con “t” experimentales menores a la
1.86 y porcentajes de recuperacion en el rango 96.9 a 102.9 % en el rango
de concentraciones 75-125%.

De acuerdo a los resultados que se obtuvieron se avala esta metodologia ya
que proporciona resultados satisfactorios con una precision, exactitud y
linealidad comprobada y se recomienda que al ser utilizada esta metodologia
es de especial consideracion que se desarrolle de la forma en que ha sido
planteada la técnica ya que cualquier cambio puede generar errores no
contemplados en el andlisis de parametros de desempefio.

Ademas se elaboré un material didactico en el cual se especifica la técnica
de andlisis para que los estudiantes puedan desarrollar exitosamente en sus

practicas de laboratorio el ensayo de potencia por el método cilindro placa.
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1. INTRODUCCION

En la industria farmacéutica se requiere de una serie de pruebas que
aseguren la calidad de los medicamentos, una prueba importante es la
determinacidon de la potencia, parametro fundamental para garantizar a la
empresa farmacéutica y a los clientes el cumplimiento de ciertas
especificaciones para mantener un alto nivel de efectividad y eficacia de los
medicamentos.

El laboratorio de microbiologia de la Facultad de Quimica y Farmacia de la
Universidad de El Salvador, al no considerar factores que inciden en la
aplicacion de la metodologia establecida por la Farmacopea de los Estados
Unidos se ven limitados a proveer resultados confiables al desarrollar
ensayos de potencia por el método cilindro placa, lo que crea una dificultad
en el fortalecimiento del desarrollo de habilidades y destrezas de los
estudiantes en formacion.

Por lo anterior, la Facultad de Quimica y Farmacia de la Universidad de El
Salvador al tratarse de una institucion sin fines politico-econémicos
inmersos, resulta indispensable que se apliguen métodos analiticos que
superen las interferencias de manera que, los resultados sean confiables y
seguros, para que los estudiantes puedan inferir en una forma imparcial y

cientifica sobre las muestras analizadas.

Por todas las razones antes mencionadas, se dirigi6 la presente

investigacién a proporcionar una metodologia adecuada para el analisis de
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Gentamicina solucién inyectable por el método cilindro placa, se desarrollo
en el Laboratorio de Microbiologia de CENSALUD para ser aplicada en el
Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Quimica y Farmacia, donde
se evaluaron los parametros de desempeiio: linealidad, rango, exactitud y
precision; de ésta manera qued6 demostrado cientificamente que la
metodologia desarrollada cumple con las caracteristicas de desempefio y
funcionamiento, con lo que disminuye el margen de error y aumenta la
reproducibilidad de los resultados.

Ademas, se desarroll6 un material didactico como un aporte extra del
trabajo de investigacion, donde en forma sencilla y esquematica se
detallaron los pasos para la implementacién del ensayo de potencia por el
método cilindro placa. Se entregaron dos ejemplares uno a la catedra de
Control de Calidad de Productos Farmacéuticos Cosméticos Y Veterinarios y
otro a la catedra de Microbiologia Aplicada Ill de la Facultad de Quimica y
Farmacia de la Universidad de El Salvador, y de esta manera dar un aporte

sustancial a la poblacion estudiantil que requiera de dicho material.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL:

Implementar los parametros de desempefio para el ensayo de potencia de

Gentamicina sulfato solucion inyectable por el método cilindro placa.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

221

2.2.2

2.2.3

Desarrollar una marcha analitica aplicada al ensayo de potencia
por método cilindro placa para Gentamicina sulfato solucién
inyectable.

Evaluar los parametros de desempefio: linealidad, rango,
exactitud y precision, segun condiciones reales implementadas en
el laboratorio de microbiologia de la Facultad de Quimica y
Farmacia de la Universidad de El Salvador.

Elaborar material didactico del método cilindro placa que sera
proporcionado a los coordinadores de las asignaturas: Control de
Calidad de Productos Farmacéuticos (Humanos y Veterinarios) y
Microbiologia Aplicada Ill, de manera que, sean utilizados por los
estudiantes de la Facultad de Quimica y Farmacia de la

Universidad de El Salvador.
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3. MARCO TEORICO.
3.1 ANTIBIOTICO.
Es una sustancia quimica producida por un ser vivo o0 derivada
sintéticamente de ella; que a bajas concentraciones mata por su accion
bactericida o impide el crecimiento por su accion bacteriostatica de ciertas
clases de microorganismos sensibles, y que por su efecto, se utiliza en
medicina humana, animal para tratar una infeccion producida por dichos

microorganismos. s,

3.2 MODO Y MECANISMO DE ACCION DE LOS ANTIBIOTICOS.
Todos los antibioticos poseen un modo de accion y un mecanismo de accién
que le confiere sus propias caracteristicas para que estos puedan actuar

contra las bacterias.

3.2.1 MODO DE ACCION.

Al referirse al mecanismo general de accién de los antibiéticos, se ha hecho
constar que algunos son predominantes bactericidas y otros bacteriostaticos.
La bacteriostasis puede ser importante para la curacién de proceso
infeccioso al intervenir las defensas del organismo para destruir los

microorganismos al inhibir su multiplicacion.

Al emplear antibiéticos bactericidas que al destruir las bacterias hace facil su
eliminacién con la ayuda de las defensas organicas, mientras si se emplea

antibioticos bacteriostaticos la curacién depende sobre todo de las defensas


http://es.wikipedia.org/wiki/Ser_vivo
http://es.wikipedia.org/wiki/Bactericida
http://es.wikipedia.org/wiki/Bacteriost%C3%A1tico
http://es.wikipedia.org/wiki/Microorganismo
http://es.wikipedia.org/wiki/Medicina
http://es.wikipedia.org/wiki/Veterinaria
http://es.wikipedia.org/wiki/Infecci%C3%B3n
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del organismo, de manera que, si dichas defensas son insuficientes o si se
interrumpe prematuramente la droga, la poblacion bacteriana puede
aumentar de nuevo y producirse una recaida.

Estas sustancias antibacterianas para producir la accién bacteriostatica o
bactericida lo hacen interfiriendo con los mecanismos fisiologicos de los

microorganismos. s,

3.2.2 MECANISMOS DE ACCION DE LOS ANTIBIOTICOS.

3.2.2.1 INHIBICION DE LA SINTESIS DE LA PARED CELULAR.

El componente esencial de dicha pared es mucopéptido; el peptidoglucano
es un componente de la pared celular la cual le confiere estabilidad, cuya
sintesis es impedida por el antibiético por inhibicion de los sistemas
enzimaticos correspondientes, la droga se fija en la pared celular y cuando
se produce la divisién celular de la bacteria, aparecen defectos en dicha
pared, el microorganismo se hace osméticamente sensible, penetra liquido
en su interior, estalla y se lisa, asi actdan

- Penicilinas,

- Cefalosporinas,

- Bacitracinas,

- Cicloserinas y

- Vancomicina.
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3.2.2.2 LESION DE LA MEMBRANA CELULAR.

Los antibidticos que actian por este mecanismo se fijan a nivel de los
fosfolipidos de la membrana celular, formando microporos, en esta forma se
afectan importantes funciones celulares, pues en la membrana existen
sistemas enzimaticos vitales, y ademas rige la entrada y salida de elementos
nutritivos, de manera que el antibiético provoca un escape de proteinas y
nucleotidos lo que produce dafio o muerte celular, actian de este modo (:

- Polimixina B,

- Colistina,

- Nistatina 'y

- Anfotericina B.

3.2.2.3 INHIBICION DE LA SINTESIS PROTEICA.

Existen antibiéticos que bloquean los pasos necesarios para dicha sintesis,
actuando sobre los ribosomas en las unidades 30S y 50S encargados de
sintetizar proteinas a partir de la informacién genética en forma de Acido
ribonucleico mensajero (ARNmM) y en esta forma la vida de la bacteria queda
afectada. Actuan asi

- Cloranfenicaol,

- Tetraciclinas,

- Aminoglucosidos,

- Eritromicina,

- Espiramicina,

- Lincomicina


http://es.wikipedia.org/wiki/S%C3%ADntesis_de_prote%C3%ADnas
http://es.wikipedia.org/wiki/ARN_mensajero
http://es.wikipedia.org/wiki/ARN_mensajero
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3.2.2.4 INHIBICION DE LA SINTESIS DE LOS ACIDOS NUCLEICOS.

El acido desoxirribonucleico o ADN es esencial para la vida celular, los
antibioticos inhibidores de la sintesis del ADN forman un complejo con el
ADN, este complejo inhibe la formacion de ARN y bloquea la formacion de
ARNmM, y de esta forma bloquea la formacion del ADN.

Por otra parte, bloguea la formaciéon del 4cido paraaminobenzoico (PABA),
gue constituye un metabolismo esencial que es precursor de la sintesis del
acido folico y ésta es una etapa importante para la sintesis de los acidos

nucleicos. Puede actuar inhibiendo dicha sintesis la Griseofulvina .

3.3 CLASIFICACION Y ESTRUCTURA QUIMICA, MECANISMO DE

ACCION DE LOS AMINOGLUCOSIDOS.

3.3.1 AMINOGLUCOSIDOS.

Los aminoglucdsidos son antibiéticos bactericidas que desempefian un papel
relevante en el tratamiento de infecciones graves causadas por bacterias
gramnegativas aerdbicas (sobre todo algunas Enterobacteriaceas vy
Pseudomonas), no obstante por la necesidad de administracion parenteral
para conseguir un efecto sistémico son suministrados, pero por su frecuente
toxicidad constituyen importantes limitaciones para el empleo de este tipo de

antibiéticos.



3.3.1.1 CLASIFICACION DE LOS AMINOGLUCOSIDOS.

Se clasifican en dos grupos: g,
Aminoglucésido con aminociclitol.
- Aminociclitol desoxiestreptamina
- Familia Kanamicina

- Familia Gentamicina
Aminociclitol sin aminoglucdsido.

Espectinomicina.

3.3.1.2 ESTRUCTURA DE LOS AMINOGLUCOSIDOS.

23

Los aminoglucosidos se denominan asi por su estructura quimica. Todos

contienen un anillo aminociclitol unido por enlaces glucosidicos a dos o0 mas

azucares (generalmente aminoazucares).

Estreptomicina Gentamicina

Amikacina

Figura Ne 1 Las estructura encerradas en los circulos hacen referencia al

anillo aminociclitol. g
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3.3.1.3 MECANISMO DE ACCION.

Todos los aminoglucosidos acceden al inferior bacteriano mediante
mecanismos de transporte dependientes de energia, que solo se producen
en condiciones aerobias y alteran la sintesis proteica bacteriana en los
ribosomas.

Esta accion no puede explicar por si sola el efecto bactericida, pues otros
inhibidores de la sintesis proteica son solo bacteriostaticos, por ello se ha
propuesto que otros mecanismos (principalmente alteraciones en la
composicion de la membrana bacteriana y, en menor medida,
modificaciones en el metabolismo y la respiracion bacteriana) podrian estar
involucrados en el efecto bactericida.

En las bacterias Gramnegativas los aminoglucésidos cruzan la membrana
externa mediante mecanismos pasivos (no dependientes de energia) y
acceden al espacio periplasmico. Desde aqui alcanzan el interior bacteriano,
atravesando la membrana interna (citoplasmica), mediante mecanismos de
transpone dependientes de energia que no se producen en condiciones
anaerobias. Ello explica la resistencia a los aminoglucosidos de las bacterias
anaerobias estrictas y de las facultativas cuando crecen en un medio
anaerobio.

Estos mecanismos de transpone activo también permiten el paso de los
aminoglucésidos a través de la membrana plasmatica hacia el citoplasma de

algunos cocos grampositivos. ¢
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El acceso al citoplasma bacteriano es inhibido por cationes divalentes (Ca®*

y Mg?"), hiperosmoloraridad y reduccién del pH. Por ello, la actividad
antimicrobiana de los aminoglucésidos se reduce notablemente en una orina

acida hiperosmolar o en un medio purulento. ¢,

En el citoplasma bacteriano, los aminoglucésidos se unen a los ribosomas
(en la subunidad 30S y algunos aminoglucésidos también en la 50S) e
interfieren en la sintesis proteica bacteriana al alterar la lectura del ARNm.
El resultado final puede ser:

- Bloqueo del inicio de la sintesis proteica.

- Terminacion prematura de la lectura del ARN (con la consiguiente sintesis

de proteinas incompletas).

- Lectura erronea del ARNm con la incorporacion de aminoacidos

incorrectos a la proteina sintetizada.

3.4 GENTAMICINA.

3.4.1 ESTRUCTURA MOLECULAR DE SULFATO DE GENTAMICINA.

R

. e xH,SO,
O ©o—CH,NH,

©—CH(CHNH,
OH O—CH(CH,)NHCH,

“"(.:l-i3

Figura Ne 2. Estructura de de sulfato de Gentamicina con sus respectivos
isomeros C1A, C2y Cl,,
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3.4.2 PROPIEDADES TERAPEUTICAS

Antibidtico aminoglucosido bactericida.

3.4.3 PRODUCCION DE GENTAMICINA.

Actualmente la produccion de aminoglucosidos solo constituye el 3% del
total de antibidticos y se emplean como antibiéticos de reserva cuando otros
fallan.

La Gentamicina es un antibiético aminoglucésido obtenido a partir de la
Micromonospora purpurea. Este antibidtico es producto de la mezcla de tres
sustancias pseudooligoscaridas isdbmeras llamadas Gentamicinas C1= 25 —

50 %, C1A= 15-40% y gentamicina C2=20-50%.

3.4.4 FORMULA EMPIRICA.

Sulfato de Gentamicina: C, H, _.N.O_ H, SO,

Peso molecular: 575.67 g/mol.

3.4.5 DESCRIPCION.
Polvo incoloro a blanco, higroscépico y sin olor, es estable a la luz, aire y

calor. Es incompatible con oxidantes fuertes. ,

3.4.6 SOLUBILIDAD.
Libremente soluble en agua (10 mg/ml en agua), practicamente insoluble en

alcohol, éter, acetona, cloroformo y benceno
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3.4.7 USOS DEL SULFATO DE GENTAMICINA.

Antibiotico bactericida usado, generalmente en combinacién con otros, para
el tratamiento de infecciones sistémicas severas debidas a microorganismos
Gramnegativos y a otros: Infecciones del tracto biliar, brucelosis, fibrosis
cistica, endocarditis, endometritis, gastroenteritis, listeriosis, meningitis, otitis
externa y media, enfermedad inflamatoria pélvica, afecciones de la piel tales
como quemaduras y Ulceras, y infecciones del tracto urinario tales como
pielonefritis aguda, asi como en la profilaxis de infecciones quirdrgicas y en

el tratamiento de pacientes inmunodeficientes.,

3.4.8 DOSIS USUAL.

Expresada en términos de Gentamicina base: 3-5 mg/Kg de peso corporal
intramuscularmente cada 8 horas, aunque las dosis varian sustancialmente
dependiendo del tipo de tratamiento o profilaxis y del paciente. El tratamiento

suele estar limitado a 7-10 dias. ¢

3.4.9 MECANISMO DE ACCION.

Antibidtico bactericida atraviesa la membrana externa con un mecanismo de
transporte activo para las gramnegativas y pasivo para algunos cocos
grampositivos; posteriormente atraviesa la pared celular y la membrana
citoplasmatica por transporte dependiente de energia hasta el citoplasma
donde inhibe la sintesis de proteinas mediante la unién directa a la

subunidad ribosomal 30S a nivel de las proteinas S12, S3, S4, S5.
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Bloqueando el inicio de la sintesis proteica al fijar el complejo 30S-50S al
coddn de inicio del ARN mensajero acumulandosé como complejos de inicio

anormales.

Flagellum 4. Subunidad ribosomal 30S

Granular inclusion ./E Ribosomes

3. Membrana citoplasmatica

Cell

wall / outer

membrane (if
present

2. Pared celular

1. Membrana externa

ovopadmic ¢ 1, ({{{{{

membrane

Nucleoid

Mesosome

Pili

Figura Ne3 Mecanismo de accién de la Gentamicina

3.4.10 FARMACOCINETICA.

3.4.10.1 ADSORCION.

Después de administracion oral, la Gentamicina se absorbe escasamente.
Se administra por via parenteral; después de la aplicacion IM, las

concentraciones maximas en suero ocurren en 30 a 90 min.

3.4.10.2 DISTRIBUCION.

Después de administracion parenteral, la gentamicina se distribuye
ampliamente; la penetracion intraocular es débil. La penetracion al LCR
(liquido cerebroespinal o cefalorraquideo) es baja, aun en pacientes con
meningitis y la administracion intraventricular produce concentraciones altas
en todo el SNC. Su union a proteinas es minima. La Gentamicina atraviesa

la placenta.
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3.4.10.3 METABOLISMO.

No se metaboliza.

3.4.10.4 EXCRECION.

La Gentamicina se excreta principalmente en la orina por filtracion
glomerular (80-98 %); cantidades pequefias pueden excretarse en la bilis y
en la leche materna. En adultos la vida media de eliminacion es de 2 a 3 h.
En pacientes con dafio renal grave, la vida media puede extenderse desde

24 hasta 60 h.

3.4.11 CONTRAINDICACIONES.
La Gentamicina esta contraindicada en pacientes con hipersensibilidad

conocida al farmaco o cualquier otro aminoglucésido.

3.4.12 PRECAUCIONES.

La Gentamicina se usara con precaucion en pacientes con:

Disminucion de la funcion renal, recién nacidos y lactantes y personas

de edad avanzada: Por el potencial para la disminucién de la depuracion

del farmaco.

- Tinnitus, vertigos, o perdida de la audicion de alta frecuencia:
susceptibles a ototoxicidad.

- Deshidratacion: Aumenta de riesgo de ototoxicidad y nefrotoxicidad.

- Miastenia grave, parkinsonismo o hipocalcemia: Aumenta la debilidad

muscular.


http://www.monografias.com/trabajos6/lacte/lacte.shtml#compo
http://www.monografias.com/trabajos13/ripa/ripa.shtml
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3.4.13 INTERACCIONES.
El uso simultaneo con los siguientes farmacos puede aumentar el riesgo de

nefrotoxicidad, ototoxicidad o neurotoxicidad:

- Metoxiflurano, - Polimixcina B
- Vancomicida - Vapreomina
- Cisplatino - Cefalosporinas.

El riesgo de ototoxicidad también aumenta mediante el uso con acido
etacrinico, furosemida , bumetadina, urea o manitol. EI dimenhidrato y otros
antihematicos y antivertiginosos pueden enmascarar la ototoxicidad por

gentamicina. g

3.5 MONOGRAFIA DE LA FARMACOPEA DE LOS ESTADOS UNIDOS

USP30-NF25 (Ver anexo Ne 1)

3.5.1 GENTAMICINA, INYECCION.

La inyeccibn de Gentamicina contiene una cantidad de sulfato de
Gentamicina equivalente a no menos del 90.0 por ciento y no mas de 125.0
por ciento de la cantidad de Gentamicina declarada en la etiqueta. Puede
contener amortiguadores de pH, conservantes y agentes complejantes
adecuados, a menos que esté destinada para uso intratecal, en cuyo caso

s6lo contiene agentes de tonicidad adecuada.
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3.5.2 ENVASADO Y ALMACENAJE.
Conservar en envases monodosis o multidosis, preferentemente en vidrio de

tipo 1.

3.5.3 ESTANDARES DE REFERENCIA USP <11>,

ER endotoxina USP. ER Sulfato de Gentamicina USP.

3.5.4 IDENTIFICACION.

Se aplican por separado un volumen de inyeccion equivalente a 20 ug de
Gentamicina y el mismo volumen de una preparacion similar de ER Sulfato
de Gentamicina USP a una placa para cromatografia en capa delgada
adecuadas (ver Cromatografia <621>), recubierta con una capa de 0.25 mm
de gel de silice para cromatografia con un tamafio promedio de poro 6 nm.
[NOTA: Diluir la inyeccion con agua, Si es necesario, para obtener una

solucion de prueba que contenga 1000 pg de Gentamicina por mL.

Cuando la inyeccién contiene menos de 1000 pg por mL, aplicar un volumen
de la misma, equivalente a 20 ug de Gentamicina, a la placa cromatografica,
en dos porciones separadas de no mas de 20 uL cada una y dejar que cada
aplicacién se seque antes de aplicar la siguiente.] Colocar la placa en una
camara de cromatografia adecuadas, y desarrollar el cromatograma en una
fase movil constituida por la fase interior de una mezcla de cloroformo,
metanol e hidroxido de amonio (20:13:10) hasta que el disolvente se ha

desplazado cerca de tres cuartas partes de de la longitud de la placa.
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Retirar la placa de la camara, secar al aire, y exponer la placa a los vapores
de yodo en un frasco de deteccion que contiene cristales de yodo: las
intensidades y valores Ry de las tres principales manchas obtenidas a partir
de la solucion de prueba corresponden a los obtenidos a partir de la solucion

estandar.

3.5.5 ENDOTOXINAS BACTERIANAS <85>.

No contiene mas de 0,71 unidad USP de endotoxina por mg de Gentamicina.

3.5.6 pH <791 >.

Entre 3,0y 5,5.

3.5.7 PARTICULAS <788>.

Cumple con los requisitos para inyectables de pequefio volumen.

3.5.8 DISOLVENTES RESIDUALES <467>.

Cumple con requisitos

3.5.9 OTROS REQUISITOS.

Cumple con los requisitos de inyectables <1>.

3.5.10 VALORACION.
Proceder como se indica en antibiéticos Valoraciones microbioldgicas <81>,

utiizando un volumen exactamente medido de la inyeccién diluida
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cuantitativamente y en diluciones sucesivas con solucion Buffer N © 3 para
producir una dilucion de prueba, con una concentracion que se supone igual

a la dosis media de los estandares (0,1 pg de Gentamicina por mL).

3.6 MICROORGANISMO DE TRABAJO.

3.6.1 Staphylococcus epidermidis.

Es una especie bacteriana del género Staphylococcus, consistente en
cocos Gram-positivos arreglados en grupos. Es catalasa-positiva,
termonucleasa-negativo aunque a veces varia, coagulasa-negativa; y se
presenta frecuentemente en la piel de humanos y de animales y en

membranas mucosas.

Staphylococcus epidermidis.

Se caracteriza por ser coagulasa negativo y novobiacina sensible, fue
considerado por mucho tiempo como un germen contaminante de cultivos.
Sin embargo, ahora se le reconoce como un patbgeno importante y es
considerado el agente causal de diferentes entidades clinicas, entre ellas:
Infecciones urinarias intrahospitalarias, osteomielitis, endocarditis de valvula
nativa, bacteremia en pacientes inmunosuprimidos, endoftalmitis después de
cirugia ocular, infecciones de dispositivos médicos 0 cuerpos extrafios
(catéteres endovenosos, fistulas para hemodidlisis, catéteres de dialisis
peritoneal, marcapasos, articulaciones protésicas, injertos vasculares,

valvulas cardiacas protésicas e implantes de mama).


http://es.wikipedia.org/wiki/Especie_(biolog%C3%ADa)
http://es.wikipedia.org/wiki/Bacteria
http://es.wikipedia.org/wiki/Staphylococcus
http://es.wikipedia.org/wiki/Gram-positivo
http://es.wikipedia.org/wiki/Catalasa
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Termonucleasa&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Coagulasa&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/wiki/Staphylococcus
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Otra caracteristica importante de esta bacteria es la susceptibilidad
antimicrobiana que presenta, ya que el Staphylococcus epidermidis ha
desarrollado resistencia a la meticilina en forma paralela al desarrollo de
resistencia del Staphylococcus aureus, pero mostrando tasas mucho mas
elevadas que esta Ultima, y que ha ido incrementandose de manera
importante en los ultimos 20 afios. Mientras que a inicio de los “80s se
indicaban tasas de resistencia a la meticilina del 20%, en 1999 estas

llegaron al 80%.

3.7 VALORACION MICROBIOLOGICA SEGUN FARMACOPEA USP 30-
NF25 <81>.

La actividad (potencia) de antibioticos puede ser demostrado en condiciones
adecuadas por su efecto inhibidor sobre los microorganismos. Una reduccion
en la actividad antimicrobiana también revela los cambios sutiles no
demostrables por métodos quimicos. En consecuencia, los analisis
microbiolégicos o bioldégicos en general siguen siendo actualmente el
estandar para disipar dudas con respecto a la posible pérdida de actividad.
La Farmacopea de los Estados Unidos (USP) describe este tipo de
procedimientos para antibiticos farmacopeicos y para éstos, la valoracién

microbiologica aun sigue siendo el método de ensayo definitivo.


http://es.wikipedia.org/wiki/Staphylococcus
http://es.wikipedia.org/wiki/Staphylococcus
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3.7.1 METODOS MICROBIOLOGICOS.
La USP estable dos métodos generales para la determinacion de potencia

para los antibiéticos.

3.7.2 METODO TURBIDIMETRICO.
Se basa en la inhibicién del crecimiento de un cultivo microbiano en una
solucion uniforme del antibiético de un medio liqguido que promueva su

rapido crecimiento en ausencia del antibiotico.

3.8 METODO DIFUSION EN PLACA O CILINDRO PLACA.

3.8.1 FUNDAMENTO.

Se basa en la difusion del antibiotico desde un cilindro vertical a través de
una capa de agar solidificada en un plato o placa de petri hasta inhibir
totalmente el crecimiento del microorganismo afiadido, en un area circular o
zona de inhibicibn en torno del cilindro que contiene una solucion del

antibiotico.

3.8.2 METODOLOGIA GENERAL PARA EL ENSAYO SEGUN USP30.
Se colocan cantidades medidas de sustancias a ensayar en placas con
medio de cultivo sélido inoculado con un microorganismo adecuado. Las

placas se incuban para permitir el desarrollo del microorganismo.

Durante la incubacion el agente antimicrobiano difunde hacia la zona que lo

rodea y establece un gradiente de concentracion, alcanzandose la



36

concentracion inhibitoria minima a cierta distancia. Conforme el
microorganismo crece se forma un halo turbio, excepto en la region donde la
concentracion de la sustancia es por arriba de la concentracion inhibitoria

minima,; alli es donde se observa una zona de inhibicion.

El tamafio de dicha zona queda determinado por la sensibilidad del
microorganismo, el tipo de medio de cultivo, las condiciones de incubacion,
la velocidad de difusibn de Ila sustancia y su concentracién. La zona
obtenida es una zona clara (halo) de inhibicion del crecimiento en torno a los
reservorios. La base cuantitativa del ensayo es la relacion entre el diametro

de las zonas de inhibicion y la concentracion de antibiético.

METODO DIFUSION EN PLACA
: Estandarizacion Preparar placas
Sicmbra dei mos [ Ferancarzaacn R Prepara v

Diluciones
St. y Mix

Colocarlos <: Inocular las <:
cilindros placas

Incubaa T°

leer los halos
adecuada [=93 de las zonas de
inhibicion

Figura Ne 4 Esquema de la metodologia que establece la USP .,
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3.8.3 ESPECIFICACIONES DE LA USP 30-NF25 PARA EL METODO

DIFUSION EN PLACA O CILINDRO PLACA.

3.8.3.1 MEDIOS, MICROORGANISMOS Y ESTANDAR.

- Seleccionar para cada antibiotico el medio y diluente adecuado y

microorganismo a utilizar.

Preparar el medio agar que en forma liquida e inoculado Yy
homogenizado con una suspension de microorganismos testigo y se

coloca la cantidad de medio especificado para cada antibiotico. .y

En el dia del ensayo, preparar a partir de la solucion madre cinco o mas
diluciones, por lo general, con una diferencia de concentracién entre

diluciones sucesivas en una proporcion de 1:1.25. 4,

3.8.3.2 MATERIAL Y CRISTALERIA

- Utilizar cajas de petri de 100 x 20 mm con una capa de agar llamada

capa base del medio adecuado.

Utilizar cilindros de acero inoxidable con un didmetro externo de 8mm,

diametro interno de 6mm y 10mm de largo, a intervalos de 60° en un

radio de 2.8 cm.
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3.9 PARAMETROS DE DESEMPENO.

3.9.1 EXACTITUD.

La exactitud de un método analitico es la cercania de los resultados de
pruebas obtenidas por ese método para un valor verdadero, es decir, que
expresa la contigliidad de un resultado al valor verdadero, y la capacidad del
método analitico para dar los resultados lo mas proximo posibles a dicho
valor.

Si la diferencia entre el valor encontrado y el valor verdadero es pequefia, la

exactitud es buena.

Estadisticamente suele expresarse por el resultado de realizar un test de “t”
de Student para determinar si el valor hallado y el valor considerado como
verdadero no difieren significativamente para un grado de probabilidad

determinado.

Si t experimental es menor a t de tablas para el riesgo escogido significa que
ambos valores no son estadisticamente diferentes, comprobandose que el
meétodo analitico tiene la exactitud requerida. En cambio si “t” experimental
es mayor a t de tablas significa que el método analitico no es exacto y existe

un error sistémico.
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3.9.2 PRECISION.

Expresa el grado de concordancia entre resultados de pruebas individuales
cuando el método es aplicado repetidamente a multiples muestras de una
muestra homogénea, en otras palabras, mide que tan cerca se encuentran

los resultados unos de otros.

Indica el grado de reproducibilidad del método analitico bajo condiciones
normales de trabajo, es decir la capacidad del método para dar resultados

semejantes cuando se aplica repetidamente a una muestra.

La precisibn de un método analitico es usualmente expresada por una
desviacién estandar o una desviacion estandar relativa (coeficiente de
variacion) de una serie de mediciones donde la media aritmética es el valor
central y la desviacién estandar es la dispersion de los resultados. Dentro del

término "precision de un método" se dan tres tipos de estudios:

3.9.2.1 REPETIBILIDAD.

Referida a la precision del método efectuado en las mismas condiciones,
sobre la misma muestra, por un mismo analista, en el mismo laboratorio, con
los mismos aparatos y reactivos, en el curso de la misma serie de analisis

efectuados, generalmente en un corto intervalo de tiempo.
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Su determinacion se efectla sobre una serie de alicuotas de una muestra
homogénea, que se analizan independientemente desde el principio
(preparacion de la muestra) hasta el final (lectura de resultados) por el

mismo analista y el mismo instrumento.

El nUmero de repeticiones del analisis debera ser superior a cinco y la
concentracion del analito en la muestra problema suele ser similar a lo
declarado. Puede necesitarse utilizar dos concentraciones del analito (alta y

baja) o mas (alta, media y baja).

3.9.2.2 REPRODUCIBILIDAD.

Medida de la precisién de los resultados de un método analitico efectuado
sobre la misma muestra pero en condiciones diferentes. Su ensayo debe
estudiar las principales condiciones de variabilidad del método analitico:
tiempo (diferentes dias), analista e instrumentos. La reproducibilidad global

se determina por el coeficiente de variacion.

Si se desea estudiar el efecto de cada una de las tres variables por separado
(tiempo, analista e instrumentos), debera realizarse un andlisis de varianza.
Muchas veces solo es suficiente realizar un ensayo de reproducibilidad

teniendo en cuenta Unicamente el tiempo.



41

3.9.2.3 ROBUSTEZ.

Evalla los efectos de pequefios cambios en las condiciones operacionales
del analisis sobre la fiabilidad del método analitico.

Esta se recomienda cuando se precisa un estudio completo de
reproducibilidad como en  estudios colaborativos y comparativos
interlaboratorios. Detecta factores que originan variaciones menores y los
gue necesitan de una atencidn especial debido a que dan origen a

variaciones significativas.

3.9.3 ESPECIFICIDAD.

Los documentos de la ICH (Comisién internacional de Armonizacion) definen
la especificidad como la habilidad de fijar inequivocamente el analito en
presencia de componentes que se puedan creer presentes como impurezas,
productos de degradacién o componentes matriciales.

Otras autoridades internacionales IUPAC (Internacional Union of Pure and
Applied Chemistry) y AOAC (Association of Oficial Analitical Chemistry)
prefieren el término "selectividad" y reservan especificidad para
procedimientos que son completamente selectivos. Algunos autores

diferencian ambos términos y consideran:

- Selectividad: capacidad de detectar simultanea o separadamente

sustancias quimicas diferentes presentas en la misma muestra.
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- Especificidad: capacidad de detectar el analito sin interferencias de

ningun otro compuesto.

3.9.4 LIMITE DE DETECCION.

Es una caracteristica de las pruebas limite, por otra parte, se considera
como la cantidad de analito mas baja presente en una muestra, que puede
ser detectada pero no necesariamente cuantificada bajo las condiciones

experimentales.

El limite de deteccion es usualmente expresado como la concentracion del

analito en la muestra (ppm, %, ppb, etc.).

Para métodos no instrumentales los limites de deteccién son generalmente
determinados por el analisis de muestras de concentraciones conocidas del
analito y por el establecimiento del nivel minimo al cual el analito puede ser

detectado confiable.

3.9.5 LIMITE DE CUANTIFICACION.
La cantidad mas baja o minima de analito en una muestra que ha sido
determinada con precisibon y exactitud aceptable bajo condiciones

experimentales establecidas.

El limite de cuantificacion se expresa como la concentracion del analito en la

muestra <ppm, %, ppb, etc.). Al igual que el limite de deteccién cuando se
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trata de métodos oficiales casi nunca es necesario realizar su

determinacion.

3.9.6 LINEALIDAD Y RANGO.

La farmacopea la define como la habilidad de obtener resultados de las
pruebas de forma directa o por una transformacion matematica bien definida,
proporcional a la concentracion del analito en muestras dentro de un rango
dado. De lo anterior se entiende que es la capacidad de un método analitico
de obtener resultados linealmente proporcionales a la concentracion de
analito en la muestra dentro de un intervalo determinado. Dentro del término
linealidad se encuentra implicita la proporcionalidad entre la concentracién

del analito y la respuesta.

3.10 PARAMETROS A EVALUAR EN LA INVESTIGACION.
Para demostrar cientificamente que la metodologia aplicada cumple con las
caracteristicas de desempefio y funcionamiento conforme a los
requerimientos de las aplicaciones analiticas establecidas se desarrollaron
los siguientes parametros de desempefio establecidos en el apartado de la
Farmacopea de los Estados Unidos apartado <1225>:

- Linealidad,

- Rango,

- Exactitud y

- Precision.
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4. DISENO METODOLOGICO

4.1 TIPO DE ESTUDIO.

- Experimental: se basa en ensayos repetitivos realizados dentro de un
laboratorio de analisis.

- Prospectivo: los resultados se irdn obteniendo a medida se desarrollen

los ensayos en un tiempo determinado.

4.2 INVESTIGACION BIBLIOGRAFICA.

Se recopilé informacion utilizando Bibliografia Nacional e Internacional, en

visita a las siguientes instituciones:

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

- Biblioteca de la Universidad Salvadorefia Alberto Masferrer (USAM).

- Biblioteca de la Universidad Nueva San Salvador (UNSSA).

- Corporacién Bonima S.A de C.V.

- Internet.

4.3 INVESTIGACION DE CAMPO.

4.3.1 UNIVERSO.

El universo de la investigacién estara constituido por un lote (08130013) de
Gentamicina sulfato de 160mg/2ml constituido por 4.3 millones de unidades

elaborado por de Corporacion Bonima S.A de S.V.
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4.3.2 MUESTRA.
El nUmero de unidades de muestra se tomo a partir de la cantidad a utilizar
para desarrollar los diferentes bioensayos. La muestra fue de 186 viales de

Gentamicina sulfato de concentracién 160mg/2ml.

4.3.3 MUESTREO.
La muestra se recolecto través de un muestreo aleatorio simple, el nUmero
de unidades de muestra sera tomado a partir de la cantidad utilizada para

desarrollar los diferentes bioensayos.

4.3.4 FORMULARIO PARA RECOLECCION DE DATOS.
Para la recoleccion de los datos obtenidos en los diferentes ensayos que se

realizaron durante la investigacion se disefiaron los siguientes formularios:

- Recoleccion de datos linea dosis-respuesta (ver anexo Ne 7)
Recoleccion de datos curva estandar (ver anexo Ne 8)
Recoleccion de datos muestras (ver anexo Ne 11)

Recoleccion de datos para graficas (ver anexo Ne 9)
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4.4 PARTE EXPERIMENTAL.

4.4.1 ENSAYO DE POTENCIA DE ANTIBIOTICOS SEGUN USP 30-NF25.
Se realiz6 la siembra del microorganismo de prueba (Staphylococcus
epidermidis), en cinco tubos con agar inclinado antibiético Ne 11, se incubdé
a una temperatura de 32-35° C por un periodo de 24 horas, posteriormente
se adicion6 a cada tubo 1 ml de solucion salina estéril 0.9 % y perlas de
vidrio. Se arrastro el crecimiento del microorganismo y este fue inoculado en
una botella de roux con agar antibiético Ne 11, la cual fue incubada a la
misma temperatura por 24 horas; se arrastr0 el crecimiento del
microorganismo antes obtenido y se incorpor6 10 ml de solucion salina
estéril con pipeta de morh, para luego ser estandarizada en un
espectrofotometro a 580 nm al 25+2% de transmitancia.

Se preparo la solucién stock con una concentracién de 1 mg/ml, partiendo de
un equivalente de 25 mg llevandolo a un balén de 25 ml.

Se prepararon los estandares de la linea dosis-respuesta con una
concentracion media de 0.1 pg/ml de acuerdo a los que especifica la
USP30-NF25 y una diferencia entre cada concentracion de 1:1.25.

Cuadro Ne 1. Tabla para la preparacion de estandares para linea dosis

respuesta.
Estandar Alicuota (mL) Concentracion final
A 0.65 0.065 pg/ml
B 0.80 0.080 ug/ml
C 1 0.1 pg/mi
D 1.25 0.125 ug/ml
E 1.55 0.155 ug/ml
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Una vez preparados los estandares, se le adicion6 4 ml de medio inoculado
(con 0.03 ml de microorganismo por cada 100 ml de medio) a las placas que
contenian 21 ml de medio de cultivo antibidtico Ne 11 y posteriormente se le
colocé en la placa de agar 6 cilindros de acero inoxidable, a los cuales se
adicion6 200 pL de antibiético alternando C:A, C:B, C:Dy C:E.

Se dejo reposar por una hora y se prosiguié a incubar a una temperatura 32-

35° C por un periodo de 16-24 horas.

Se llevo a cabo 3 ensayos para determinar si la concentracion establecida
por la USP30-NF25 era viable, segun las condiciones del laboratorio para
proceder a la determinacion de los parametros de desempefio del ensayo de
potencia para el andlisis de Gentamicina sulfato. Se obtuvo los promedios de
cada estandar y de acuerdo a lo establecido por la USP 30-NF25 se

buscaba halos de inhibicién entre 14-16 mm respecto al estandar medio.

Cuadro Ne 2. Cuadro de resultados ensayos previos con una concentracion
media de 0.1 pg/ml (Didmetro de halos en mm)

Estandar Ca A Cs B Co D Ce E

Ensayo 1 10.6 8.7 11.3 11.3 11.7 12.6 115 134

Ensayo 2 11.3 10.2 114 11.9 11.4 125 111 13.8

Ensayo 3 9.9 7.0 9.1 7.7 9.4 9.8 9.6 11.0
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Figura Ne 5. Halos de inhibicién segun la concentracion establecida por la
USP30-NF25

Conforme a los resultados obtenidos en los 3 ensayos utilizando la
concentracion estipulada por la USP 30-NF25, no alcanzando los halos de
inhibicion con un diametro entre 14-16 mm, los cuales son estipulados por la
Farmacopea de los Estados Unidos (respecto al estandar medio), lecturas
dificiles de tomar por el tamafio de los halos y las limitantes del instrumento
de medicién, debido que es manual. No puede ser utilizado el ensayo de
potencia para el analisis de Gentamicina sulfato de acuerdo a las

condiciones en que fue sometido el ensayo.

Ademas en el ensayo 3 los halos de inhibicion para el estandar “A” son un
promedio de 7 mm, lo que indica que no se alcanzé la concentracion minima
inhibitoria, ya que el didametro que genera el cilindro en la placa es de 7mm,;
es decir, que no hay halo de inhibicién, consecuentemente se toma como
invalido los datos arrojados por el estandar “A” y queda anulado el ensayo.

Por lo tanto, debido a que con la concentracion estipulada por la USP30-

NF25 no se alcanzan halos de inhibicibn entre 14-16 mm segun las
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condiciones en que se desarrollo el ensayo, se procedid a aumentar la
concentracion de los estandares de 0.5 en 0.5 pg/ml respecto al estandar
“C.

Se prosiguio el desarrollo de ensayos aumentando la concentracién de los
estandares en un rango de 0.5 a 3.0 pg/ml y a 1 mg/ml hasta obtener una

concentracion que arrojara halos de inhibicién entre el rango de 14-16 mm.

Cuadro Ne 3. Cuadro de resultados ensayos previos para la determinacién
de la concentracion.

Ensayo 1 C A B D E

0.5 pg/ml 10.9 mm 8.8 mm 9.7 mm 11.3 mm 12.7 mm
1.0 pg/ml 13.4 mm 11.7 mm 12.2 mm 14.1 mm 15.0 mm
1.5 pg/ml 13.5 mm 10.9 mm 12.5 mm 14.6 mm 15.6 mm
2.0 pg/mi 14.1 mm 11.5 mm 12.9 mm 15.3 mm 15.9 mm
2.5 pg/mi 15.0 mm 12.1 mm 13.8 mm 16.0 mm 17.2 mm
3.0 pg/ml 15.9 mm 13.8 mm 14.9 mm 17.5 mm 18.8 mm
1.0 mg/ml 24.2 mm 25.7 mm 26.3 mm 26.8 mm 27.6 mm

Una vez realizados los ensayos, se observd aquellas concentraciones en los
cuales los halos de inhibicion de “C” estuvieran dentro del rango entre 14-16
mm; las concentraciones de 2, 2.5y 3,0 pg/ml las mediciones de los halos
de del estandar “C” se encuentran dentro del rango estipulado por la USP30-

NF25 con las condiciones desarrolladas en el laboratorio.
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Figura Ne 6. Halos de inhibicion segun la concentracion establecida por la
USP30-NF25

Se seleccion6 la concentracion de 3.0 pg/ml, debido que los halos de

inhibicion son méas grandes, consecuentemente, las lecturas de los halos

resultan mas sencillas para el analista; por lo tanto, representan un menor

error en sus lecturas.

Luego de establecer la concentracion media se realiz6 2 corridas para
verificar que los resultados sean congruentes a esta concentracion y a las
condiciones establecidas (utilizando el mismo equipo, cepas salvajes y

condiciones ambientales del laboratorio).

Cuadro Ne 4. Cuadro de resultados de ensayos previos con una
concentracion de 3.0 ug/ml. (Halos de inhibicién en mm)

Estandar Ca A Cs B Co D Ce E

Ensayo 1 154 135 154 14.4 15.2 16.4 15.3 17.7

Ensayo 2 16.3 14.3 16.1 15.2 16.3 16.9 16.2 18.1
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Figura Ne 7. Halos de inhibicién segun la concentracién establecida por la
USP30-NF25

Los ensayos se realizan con la misma concentracién del microorganismo, el

mismo tiempo de incubacion y el mismo dia pero diferentes analistas.

Existe una diferencia marcada en los halos de inhibicién, sin embargo, se
conservan la correlacion de los datos, debido a que existe un coeficiente de

variacion entre cada analista.

Se establece de acuerdo a los resultados arrojados por los ensayos de
prueba que la concentraciéon media de 3.0 pg/ml mantiene una relacion entre
la concentracion y los diametros de los halos, es decir, “A” es menor que “B”,
‘A” y “B” menores que “C”, “D” mayor que “A”, “B” y “C” y “E” mayor que

todos juntos.

Al haber experimentado y establecido que la concentracion media de 3.0
pug/ml funciona para el ensayo de potencia para el analisis de Gentamicina
sulfato, se prosiguié al desarrollo detallado de la técnica de potencia para el

andlisis de Gentamicina sulfato solucién inyectable 160 mg/ 2 ml.
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4.4.2 TECNICA PARA EL ENSAYO DE POTENCIA PARA GENTAMICINA

SULFATO SOLUCION INYECTABLE 160 mg/2mL.

4.4.2.1 PREPARACION DEL INOCULO.

Transferir de un cultivo bacteriano de Staphylococcus epidermidis
previamente tipificado (cultivo #1), tomar una asada proveniente de una
colonia aislada, sembrar mediante estriado en 5 tubos de rosca conteniendo
medio de cultivo antibiético Ne 11 estéril inclinado. Incubar por 24 horas a

una temperatura de 32-35°C.

Desinfectar la parte externa de cada tubo con crecimiento bacteriano del
microorganismo de prueba con alcohol isopropilico.

Arrastrar el crecimiento obtenido con la ayuda de 2 perlas de vidrio estériles
y 1 ml de solucion salina estéril al 0.9 %; inclinar el tubo en 180 grados para
deslizar las perlas de vidrio y realizar movimientos controlados para

desprender el crecimiento.

Desinfectar las parte externa de una botella de roux con medio de cultivo
antibidtico Ne11 (250 ml), y transferir el crecimiento obtenido de los 5 tubos
con el microorganismo de prueba (suspensidn #1) con sus respectivas
perlas de vidrio, extender con movimientos suaves el microorganismo en
toda la superficie de la botella de roux. Incubar por 24 horas a una

temperatura de 32-35° C.
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Desinfectar las parte externa de la botella de roux; agregar 10 ml de solucion
salina estéril al 0.9 %, y deslizar las perlas de ebullicion sobre el cultivo
bacteriano, hasta remover todo el crecimiento del  microorganismo.
Transferir la suspension y las perlas de vidrio a un tubo de rosca o un frasco
estéril adecuado, previamente desinfectado de su superficie externa,
proceder a etiquetar como suspension madre. La suspension madre debe
ser almacenada a temperatura de refrigeracion entre 4-10° C, por un tiempo

maximo de 7 dias.

TN T ¥
L

Antibiético # 11 N —~—

i

Incubar por 24 h Desinfectar con Agregar 2 perlas

Tomar una asada Sembrar en 5 YALS .
Qibos inclinados 32-35° C Alcohol isopropilico de ebullicién

A " Antibiético # 11 T TN
gregar el =t e
contenido =" ——

2 S | |,
7 ///

Inclinar 180° y extender Inclinar 180° y deslizar
culdadosamen(e el mos las perlas hasta

Desinfectar con
rrastrar el m
Alcohol isopropilico asraEe os Agregar 1Tml
solucién salina

lﬁ Agregar 10 ml Transferir la
suspension y las

solucién salina
(e— perlas de ebullicion
—_— [ ,_0 > Etiquetar
> >
suspension madre
Inclinar 180° y deshzar

Desinfectar con las perlas hasta
Incubar por 24 h Alcohol isopropilico arrastrar el mos
32-35° C

\j

Figura Ne 8. Preparacion del microorganismo de prueba.

4.4.2.2 ESTANDARIZACION DEL INOCULO.

Agitar cuidadosamente la suspension madre y transferir con una pipeta
estéril 1 ml de la suspension madre a un tubo de rosca con 14 ml de solucion
salina estéril al 0.9%. (Dilucion 1:14)

Agitar la dilucion de la suspension y leer en el espectrofotometro a una

longitud de onda de 580nm usando como blanco solucién salina estéril al



55

0.9%; la concentracion de la dilucion obtenida debe ser 25+2% de
transmitancia.

la concentracidn es superior a la deseada (25+2 %), adicionar a la
suspension madre solucion salina estéril al 0.9% de mililitro en mililitro para
diluirla, repetir la dilucion 1:14 y leer en el espectrofotometro, hasta que la
dilucion de la suspension contenga una concentracion del 25+2 %
transmitancia.

Utilizar la concentracion madre y descartar las suspensiones diluidas

Transferir 1 ml de
1a susp, madre

_» ] ] — —
Agitar Calibrar el equipo a Lgﬁr Ilgas:sggg:;?n
Agitar Suspension diluida 580nm con solucion salina |
Suspension madre l
Transferir 1 mi de m m

la susp. madre Agregar 10 ml

Repetir el paso ,,——, “ solucion salina

p p N ala solucion

anterior hasta

obtener una — — madre
suspension diluida
al 252 %

Leer la suspension
diluida a 580nm

Figura Ne 9 .Estandarizacion del microorganismo de prueba.

4.4.2.3 PREPARACION DE LA CAPA INOCULO.
A 21 placas de Petri 100 x 20 mm estériles agregar 21 ml de agar antibi6tico

Ne 11, dejar solidificar hasta formar una capa lisa y uniforme (capa base).

A continuacion, fundir 100 ml de medio antibiético Ne 11, colocarlo en bafo

maria a una temperatura de 45° C, cuando el medio este ambientado a
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dicha temperatura, inocular el medio con 0.03 ml de la suspensién madre del
microorganismo de prueba previamente estandarizada a 252 %T,
homogenizar (capa inoculo), seguidamente verter 4 ml del medio inoculado
en cada una de las 21 placas de Petri conteniendo la capa base con la
ayuda de una pipeta morh de 10 ml despuntada, realizando movimientos
circulares para extender completamente la capa inoculo, y posteriormente
dejar solidificar a temperatura ambiente hasta formar una capa lisa y

uniforme.

—

Fundir 100 ml de
medio Antibidtico #11

Preparar 21 placas Agregar 21 ml de
estériles medio Antibiético #11

P/ <« D —
= ~/
—t e

Dejar solidificar

Dejar solidificar y Inocular las placas Inocularlo con 0.03 ml Mantener en bafio
rotular con 4 ml de medio de de la susp. Madre maria a 45° C
cultivo inoculado Homogenizar

Figura Ne 10. Preparacion de la capa inoculo

4.4.2.4 PREPARACION DE LOS ESTANDARES.

4.4.2.4.1 PREPARACION DE LA SOLUCION STOCK.

Pesar el equivalente a 25 mg de estandar de Gentamicina en una balanza
analitica; transferir el estandar a un balén volumétrico de 25 ml, lavar el porta
muestra con 5 ml de buffer fosfato pH 8 (B.3), agitar hasta solubilizar llevar a
volumen final de 25 ml con buffer fosfato pH 8 (B.3). Donde se alcanza una

concentracion de 1 mg/ml.
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4.4.2.4.2 PREPARACION DE LA LINEA DOSIS-RESPUESTA.

4.4.2.4.2.1 PREPARACION DEL ESTANDAR “A”.

Transferir con una microbureta de 5 ml, una alicuota de 1.92 ml de solucion
stock del estandar de Gentamicina sulfato a un baldn volumétrico de 10ml,
llevar a volumen con buffer fosfato pH 8 (B.3), agitar y homogenizar; tomar
una alicuota de 1 ml de esta solucion con una pipeta volumétrica y
transferirlo a un balén de 100 ml y llevar a volumen con buffer fosfato pH 8

(B.3). Rotular el balon estandar A con una concentracion 1.92 pg/ml.

4.4.2.4.2.2 PREPARACION DEL ESTANDAR “B”.

Transferir con una microbureta de 5 ml, una alicuota de 2.40 ml de solucion
stock del estandar de Gentamicina sulfato a un balén volumétrico de 10 ml,
llevar a volumen con buffer fosfato pH 8 (B.3), agitar y homogenizar; tomar
una alicuota de 1 ml de esta solucion con una pipeta volumétrica y
transferirlo a un balén de 100 ml y llevar a volumen con buffer fosfato pH 8

(B.3). Rotular el balon estandar A con una concentracion 2.40 pg/ml.

4.4.2.4.2.3 PREPARACION DEL ESTANDAR “C”.

Transferir con una microbureta de 5 ml, una alicuota de 3.0 ml de solucion
stock del estandar de Gentamicina sulfato a un balén volumétrico de 10 ml,
llevar a volumen con buffer fosfato pH 8 (B.3), agitar y homogenizar; tomar
una alicuota de 1 ml de esta solucibn con una pipeta volumétrica y
transferirlo a un balén de 100 ml y llevar a volumen con buffer fosfato pH 8

(B.3). Rotular el balon estandar A con una concentraciéon 3.0 pg/ml.
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4.4.2.4.2.4 PREPARACION DEL ESTANDAR “D”.

Transferir con una microbureta de 5 ml, una alicuota de 3.76 ml de solucion
stock del estandar de Gentamicina sulfato a un balén volumétrico de 10 ml,
llevar a volumen con buffer fosfato pH 8 (B.3), agitar y homogenizar; tomar
una alicuota de 1 ml de esta solucion con una pipeta volumétrica y
transferirlo a un balén de 100 ml y llevar a volumen con buffer fosfato pH 8

(B.3). Rotular el balén estandar A con una concentracion 3.76 pg/ml.

4.4.2.4.2.5 PREPARACION DEL ESTANDAR “E”.

Transferir con una microbureta de 5 ml, una alicuota de 4.70 ml de solucion
stock del estandar de Gentamicina sulfato a un balén volumétrico de 10 ml,
llevar a volumen con buffer fosfato pH 8 (B.3), agitar y homogenizar; tomar
una alicuota de 1 ml de esta solucibn con una pipeta volumétrica y
transferirlo a un balén de 100 ml y llevar a volumen con buffer fosfato pH 8

(B.3). Rotular el balon estandar A con una concentracion 4.70 pg/ml.

4.4.2.4.3 PREPARACION DE LA MUESTRA.

VIALES DE SULFATO DE GENTAMICINA: Colocar el contenido de 10
viales de Gentamicina de 160 mg/2ml en un erlenmayer con rosca con
capacidad de 50 ml previamente esterilizado, homogenizar con un agitador
de vidrio, tomar con una pipeta volumétrica 3 ml de muestra de Gentamicina
sulfato (equivalente a 240 mg de Gentamicina) colocarlos en un balén
volumétrico de 200 ml (Diluciéon Ne1), llevar a volumen con la solucién buffer

fosfato pH 8 (B.3) y homogenizar; tomar 5ml de la dilucion Ne1 y transferirlos
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a un balén volumétrico de 200 ml (Dilucion Ne2), aforar con solucién buffer
fosfato pH 8 (B.3) y homogenizar.

Luego tomar nuevamente 1 ml, de la solucién Ne2 transferirlo a un balén
volumétrico de 10 ml, aforar con solucién buffer fosfato pH 8 (B.3) y

homogenizar. Alcanzando una concentracion final de 3.0 pg/mil.

A — A

10 viales de Transferir el contenido Homogenizar la
Gentamicina sulfato de los viales solucion de
Gentamicina sulfato

L. Transferir - Transferir

T 30ml aun = T 50ml aun

Balén de 3 Balén de
200 mi 200 mi

Buffer

3om ——p 200mi l /J"
/
¢ Buffer 4
50m ———%» 200mi /

1
l Transferir ]
Buffer 1.0ml a un
1iom ——— —p 10ml Balén de 10 mi

Figura Ne11. Preparacion de la muestra a una de concentraciéon de

3.0pg/ml.

4.4.2.5 COLOCACION Y LLENADO DE CILINDROS.

Para el ensayo se utilizan 3 placas de petri por cada concentracion de la
linea dosis-respuesta y 9 para la muestra (muestra por triplicado).

Colocar 6 cilindros de acero inoxidable previamente calibrados por placa en
intervalos de 60° en un radio de 2.8 cm, intercalar el estandar C con cada
uno de las concentraciones A,B,D,E y la muestra. Inocular los cilindros con
una pipeta monocanal manual con un volumen de 200 pL, respectivamente
segun las concentraciones de la curva de calibracién A,B,D,E y la muestra,

reposar las placas por un periodo de tiempo de una hora.
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Figura Ne 12. Colocacion y llenado de los cilindros en las placas. Donde:
SR1= estandar A, SR2= estandar B, SR4= estandar D, SR5=
estandar E, SR3= estandar C (color rojo).

4.4.2.6 INCUBACION DE LAS PLACAS.

Colocar las placas de petri inoculadas en la bandeja de la incubadora en

bloque de 3 placas como maximo. Incubar por 16-24 horas a temperatura de

32-35° C.

4.4.2.7 LECTURA DE HALOS DE INHIBICION.

Remover los cilindros, medir y documentar los didmetros de cada una de
las zonas de inhibicion obtenidas, con la ayuda de un pie de rey.

Procesar los datos obtenidos para realizar la linea dosis-respuesta para la
determinacion de la concentracion de cada muestra interpolandola en la

grafica.
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4.4.2.8 CALCULOS.
Paso 1: Después del periodo de incubaciéon y de medir los halos de
inhibicion, promediar los diametros de los halos de las concentraciones de

la linea dosis-respuesta y de la concentracion media de referencia. (ver anexo

Neg)

Paso 2: Corregir el diAmetro de cada concentracion con el promedio de (C

graficado) (concentracion media de referencia) asi: (ver anexo Ne 9)

(fc - TA)+A: A corregido
(fc - ID)+D: D corregido
(fc - IB)+B = B corregido
(fc - TE)+E: E corregido
Donde:

Xc es el promedio de los halos de la sustancia de referencia (gran promedio
graficados).

Xagpy E €S el promedio de la sustancia de referencia en cada uno de los
puntos de la linea dosis respuesta.

A,B,D y E es el promedio de los halos en los diferentes puntos de la linea

dosis respuesta.

Paso 3: Utilizando los valores corregidos, determinar la zona maxima y

minima de los diametros con las formulas: (ver anexo Ne 9)
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. e+ 2d4+c—a Jat+2b+c—e

3 3

Paso 4. Graficar en papel semilogaritmico de un ciclo los valores de Hy L.
trazar la linea dosis-repuesta y encontrar el promedio del punto central en la

gréfica (C graficado). (ver anexo Ne 10)

Paso 5: Determinar los promedios de las muestras y el estdndar C de cada

una de ellas y sacar la diferencia asf: (<X my - <X &) (Ver anexo Ne 11)

Paso 6: Corregir los diametros de los halos de la muestra para interpolar en
la linea dosis-respuesta asi: (ver anexo Ne 11)

Ccorregido + (}"- mx - }5— st)
Donde:

Ceorregido €quivale a C graficado

Paso 7: La concentracion obtenida de interpolar la muestra se multiplico por

el factor de dilucion, para encontrar la verdadera concentracion. (ver anexo Ne 11)
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443 EVALUACION DE PARAMETROS DE DESEMPENO
ESTABLECIDOS POR LA FARMACOPEA DE LOS ESTADOS UNIDOS.
Los parametros que se realizaron de acuerdo a la Farmacopea para

producto terminado son: Linealidad, Rango, Exactitud, Precision.

4.4.3.1 PASOS PREVIOS A LA EVALUACION DE LOS PARAMETROS DE
DESEMPENO.

Pasos que fueron necesarios para garantizar que el material, medios de
cultivo y equipo no fueran una causa de interferencia en los resultados

arrojados en el laboratorio.

4.4.3.1.1 CALIBRACION DEL EQUIPO.

- MICROPIPETA, PIE DE REY, TERMOMETRO Y BALANZA ANALITICA.

Se llevaron los instrumentos: Micropipeta monocanal, Pie de rey,

Termdmetro, Balanza analitica al Laboratorio de Metrologia Nacional Legal

(LMNL), donde fueron calibrados cada uno de ellos y se recibié los

certificados de calidad de cada equipo.
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Cuadro Ne 5. Datos obtenidos de la calibracion del equipo utilizado.

Micropipeta monocanal

V = (0,200 5 + 0,000 2) ml; (200,507 4 + 0,238 7) ml
a la temperatura de 20 °C

Indicacion mm COrreccién mm
0,00 0,00
1,04 0,00
Pie de rey 1,800 0,00
10,00 0,00
50,00 0,00
60,00 0,00
75,00 0,00
99,99 0,01
Indicacion ° C Correccién° C
Termémetro 32 0.5
35 0.1
45 0.3
Ecuaciones

Balanza analitica

2l
a
a
as
s
as

CL=zag+al+a,L®+as L3 +a,L*+as L’ (Ec.1)
UL = b + byL+ b, L + b L3 + b, L* + bs L® (Ec.2)

Coeficiente de ajuste

Correccion Incertidumbre (K=2)
-0.000091753768 bo 0.000058785843
-0.000015702021 b, -0.000017155927
-0.001649104862 b, 0.000269956846
0.011046533265 bs -0.000997782647
-0.022265413493 b, 0.001386453937
0.013144354474 bs -0.000641732732

- CILINDROS DE ACERO INOXIDABLE

Se tomaron las medidas de cada una de los 234 cilindros que se utilizaron

en los ensayo con ayuda de un pie de rey donde debian de presentar las

siguientes medidas diametro externo de 8 mm, diametro interno de 6 mm y

10 mm de largo. Reportandose un cilindro fuera de las especificaciones el

cual no se utilizo durante los ensayos.




65

4.4.3.1.2 CALIFICACION DEL EQUIPO.

Este proceso fue necesario para la determinacion de la esterilidad del medio
de cultivo y las placas de Petri utilizados en cada ensayo, para garantizar la
ausencia de contaminacion accidental que pudiera interferir en los ensayos

de potencia a realizar.

-AUTOCLAVE: se colocaron tres bioindicadores de Bacillus
stearothermopillus en cada ciclos de esterilizacibn durante tres ciclos
consecutivos de esterilizacion, después del proceso de esterilizacion se
quebro la parte superior del vial y la tira se puso en contacto con el medio de
cultivo y estos se incubaron a una temperatura de 56° C por 24 horas, no
presentando un viraje de color de morado a amarillo por lo que se considera

conforme

- ESTUFA: se colocaron tres tiras de papel impregnadas de Bacillus subtilis
en cada ciclo de esterilizacion por tres ciclos y éstas se dejaron por espacio
de 10 minutos con el objetivo de determinar el tiempo de muerte del
microorganismo utilizado como indicador, luego las tira de papel en un tubo
con rosca con caldo nutritivo y se ubicé en la incubadora a una temperatura
de 32-35° C por 24 horas, se observo que el caldo nutritivo no presentd

turbidez por lo que se considerd conforme esta prueba.
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- INCUBADORA: Se coloco un termometro en cada nivel de la incubadora;
realizando por 15 dias un muestro de la temperatura de la incubadora en los
dos niveles tomando dos puntos durante el dia uno por la mafiana y el otro
por la tarde, aproximadamente seis horas de diferencia. Reportando una

temperatura estable durante todo el muestreo de temperatura.

4.4.3.1.3 CONTROL DE MEDIO DE CULTIVO.
Se realiz6 la promocion de crecimiento para determinar si el medio cumple
con los requerimientos nutricionales para que se desarrolle Staphylococcus

epidermidis.

- SUSPENSION PATRON: En un tubo se agregé 0.1ml de cloruro de bario al
1% y 9.9 ml de acido sulfurico 1%, se leyo la transmitancia en el
espectrofotometro a una longitud de onda de 578nm utilizando como blanco

agua destilada reportando una transmitancia de 59.1%.

- SUSPENSION MADRE: Del cultivo de Staphylococcus epidermidis en
agar nutritivo incubado a una temperatura de 32-35° C por 24 horas, se
arrastré el microorganismo con 4 perlas de vidrio y 5 ml de solucion salina
0.9% estéril y se transfirid la suspension a un tubo con rosca estéril. En un
tubo con 9 ml de solucion salina al 0.9%, se agregd con una pipeta estéril la
suspension del microorganismo hasta formar una suspensién de igual
turbidez que patrén 1 de Macfarlan; se realizé la lectura en el

espectrofotometro a la misma longitud (578nm). Se le siguié agregando
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microorganismo hasta que presentdé una transmitancia de 59.4% logrando

una transmitancia similar a la del patron de Macfarlan.

- DILUCIONES: A partir de la suspension madre (Staphylococcus
epidermidis 59.4%) se realizaron 10 diluciones decimales (1:9). Del tubo
madre se tomd 1 ml de la suspension en 9 ml de solucion salina 0.9%, del
tubo 1 se agreg6 1 ml de suspension al tubo 2 con 9 ml de solucion salina
0.9%, del tubo 2 se agregé 1 ml de suspension al tubo 3 con 9 ml de

solucion salina 0.9%, hasta llegar al tubo 10.

- DETERMINACION DE LAS UNIDADES FORMADORAS DE COLONIAS
EN CADA SUSPENSION.

Se colocaron 20 ml de medio nutritivo en placas de petri, se adiciond por
duplicado 0.1 ml de la suspension del tubo 5 con una asa estéril
posteriormente se extendié la suspension por toda la placa con una asa en
anillo, se trazé una linea imaginaria en el centro para dispersar el
microorganismo, se extendié en forma de cuadricula hasta que se cubrio
todo la superficie de la placa, de igual para los tubos 6, 7, 8, 9 y 10.

Se incubaron las placas a una temperatura de 32-35 ° C por 24 horas; se
realiz6 el conteo de las unidades formadoras de colonia (UFC) en un

contador de colonias reportando como UFC/ 0.1 ml.
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Cuadro Ne 6.Resultados de UFC de cada dilucion realizada en agar nutritivo.

DILUCION Placa # 1 UFC/0.1ml | Placa # 2 UFC/0.1ml | Total de UFC/0.1ml
1x10° 204 221 212.5
1x10”" 31 27 29
1x10° 6 4 5
1x107
1x10™°

- PROMOCION DE CRECIMIENTO.

De la dilucion que se obtuvo un recuento de 29 UFC/0.1ml (1x107), se

inocularon 0.1 ml en placas de petri con medio antibiético Ne 11 previamente

solidificado y se extendié con una asa la suspension por toda la placa. Con

una asa en anillo se traz6 una linea imaginaria en el centro para dispersar el

microorganismo, se extendié en forma de cuadricula hasta que se cubrid

todo la superficie de la placa, dicho procedimiento se realizé por duplicado.

Incubar a una temperatura de 32-35 ° C por 24 horas y posteriormente se

realiz6 el conteo de las unidades formadoras de colonia (UFC) en un

contador de colonias reportando un promedio de 29 UFC/0.1ml en el medio

de prueba.

- CALCULO DE FACTOR DE PROMOCION DE CRECIMIENTO.

FPC= Promedio de UFC del medio antibiético Ne11 (Prueba)

Promedio de UFC del medio nutritivo (Control)

FPC= 29/29 UFC/0.1ml=1.0
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Conforme a los resultado del analisis del medio de prueba, el medio
antibiético Ne11 posee un FPC de 1, por lo tanto tiene los requerimientos
nutricionales éptimos para el microorganismo se reproduzca en dicho medio

ya que el limite del FPC para medios selectivos debe ser menor de 2.

Figura Ne 13. Recuento en placa de las diluciones para determinar el CPC

CONTROL DE MEDIO DE CULTIVO

Blanco agua destilada
O Leer 578nm — ™ Patron 1 —

0.1 BaCL2+ 9.9 H:SOs | _ i
S5 mil solucion salina 0.9%
R . .
Igualar la turbidez que el g 4 perlas de ebulliciaon
patrén 1 de Macfarlan

Blanco solucidn salina 0.9%:
—* LeerS57¥8nm . suspension de Srtaphyl = idermidli:

[jmbos /"{Tm. Qt. Recuperacion
O Incubar 32-35° C = < =

24 horas

Calculo de Coeficiente =————— Conteo

Figura Ne 14. Diagrama para determinar el CPC
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4.4.3.1.4 TIPIFICACION DEL MICROORGANISMO DE PRUEBA.

- MEDIO DE CULTIVO AGAR SAL MANITOL.

Se preparo 2 placas de petri con medio de cultivo agar sal manitol, en una
placa se sembré6 Staphylococcus epidermidis y en la otra
Staphylococcus aureus y se rotularon respectivamente cada placa. El
como el Staphylococcus epidermidis no fermenta el manitol se visualizan
como colonias blancas lisas, convexas, medianas y brillantes. Mientras las
colonias de Staphylococcus aureus fermentan el manitol y se visualizaron
de color amarillo redondeadas lisas, convexas, medianas y brillantes,
demas, se observa un viraje en el color del medio de cultivo de rosado a
amarillo

Las colonias blancas se sembraron en 5 tubos con agar nutritivo inclinado y
se incubaron a una temperatura de 32-35° C. A un tubo se le realizé tincién

de Gram y la prueba de coagulasa.

Staphylococcus aureus Staphylococcus epidermidis

O_
= 8
Z 2
S5 5
° s
()

T
o wn
-DL
9 &
> <

Figura
Ne15. Colonias de Staphylococcus epidermidis y Staphylococcus
aureus


http://es.wikipedia.org/wiki/Staphylococcus
http://es.wikipedia.org/wiki/Staphylococcus
http://es.wikipedia.org/wiki/Staphylococcus
http://es.wikipedia.org/wiki/Staphylococcus
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- TINCION AL GRAM

Con la ayuda de un mechero, se flamed una asa bacteriolégica y se espero
que se enfriara; se tomdé de un cultivo bacteriano aislado de
Staphylococcus epidermidis una asada y se le agregd una gota de
solucion salina estéril al 0.9%, se extendid el microorganismo sobre la
superficie del portaobjeto dejandose secar a temperatura ambiente
aproximadamente cinco minutos, posteriormente se fijo la muestra con calor
flameando 3 veces el portaobjeto con un mechero.

Se colocé el portaobjeto en el equipo de tincidn y se agregaron cinco gotas
de cristal violeta o violeta de genciana, se espero por un minuto. Después se

lavo el portaobjeto con agua destilada.

Posteriormente se agregaron cinco gotas del solucion de lugol (1./Kl), y se
dejo reposar la muestra por 1 minuto, se lavo la muestra con agua destilada
nuevamente; se lavo el porta-objeto con alcohol-acetona hasta que ya no

desprenda mas color y luego se lavé con agua destilada.

Se adicion6 5 gotas de safranina o fucsina basica esperando un minuto y se
lavo nuevamente con agua destilada.

Se observé al microscopio 6ptico utilizando el objetivo 100X con aceite de
inmersion, observandose cocos Gram-positivos (tincion de color morado)

agrupados en forma de racimos dando el resultado conforme.


http://es.wikipedia.org/wiki/Staphylococcus
http://es.wikipedia.org/wiki/Gram-positivo

72

- CATALASA.

Se recogi6é del centro de una colonia de Staphylococcus epidermidis de
18-24 horas y se colocé sobre un portaobjetos limpio de vidrio,
posteriormente se agregé con un gotero una gota de H,O, al 30% sobre el
microorganismo sin mezclarlo con el cultivo, se observd la formacién

inmediata de burbujas (resultado conforme).

- COAGULASA.

Se coloc6 en 2 tubos 1 ml de plasma humano y una asada de un cultivo
bacteriano aislado de Staphylococcus epidermidis y en el otro
Staphylococcus aureus. Se rotulé los tubos respectivamente sin agitar.
Incubar los tubos a una temperatura de 32-35° C por 24 horas. No apareci6

la formacion de un coagulo por lo tanto se tom6 como resultado conforme.

Agar manitol Catalasa Tinciéon Gram Coagulasa

Figura Ne 16. Resultados de tipificacion del Staphylococcus epidermidis


http://es.wikipedia.org/wiki/Staphylococcus
http://es.wikipedia.org/wiki/Staphylococcus
http://es.wikipedia.org/wiki/Staphylococcus
http://es.wikipedia.org/wiki/Staphylococcus

73

4.4.3.2 PARAMETROS DE DESEMPENO.

4.4.3.2.1 LINEALIDAD Y RANGO.

Ambos parametros fueron evaluados al mismo tiempo ya que se encuentran
en estrecha relacion. Para determinar la linealidad se utilizO un rango de

concentraciones de 75, 100 y 125%.

- PREPARACION DE LA SOLUCION STOCK.

Se peso6 en una balanza analitica 50 mg de estandar de Gentamicina sulfato
USP y se coloco en una estufa a una temperatura de 110° C por 3.5 horas;
posteriormente se ambient6 en un desecador por 15 minutos.

Se pesO en una balanza analitica el equivalente a 25mg de estandar de
Gentamicina, se transfirio el estandar a un balén volumétrico de 25 ml, se
lavd el porta muestra con 5 ml de buffer fosfato pH 8 (B.3), se agité hasta
solubilizar llevar a volumen final de 25 ml con buffer fosfato pH 8 (B.3) y se

homogenizo la solucion stock.

- PREPARACION DE ESTANDARES.

Se prepararon los puntos de la linea dosis-respuesta A,B,C,D,E tomando
alicuotas de la solucion stock del estandar de 1.92 ml, 2.40ml, 3.0ml, 3.76ml,
4.70ml llevandolas a un balén de 10 ml respectivamente posteriormente se
tomé 1mly se llevdé a un bal6n de 100 ml, aforando con buffer fosfato pH 8
(B.3) alcanzando asi las concentraciones de A=1.92 pg/ml, B=2.40 ug/ml,

C=3.0 ug/ml, D=3.76 pg/ml y E=4.70 pg/ml.
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1mg/ml

| ' | | |
1.92ml 2.4 ml 3.0ml 3.76 ml 4.7 ml

| | | | |
10.0 ml 10.0ml 10.0ml 10.0 ml 10.0ml
| ! | | |
1.0 ml 1.0ml 1.0ml 1.0 ml 1.0 ml
! ! ! ! |
100.0ml 100.0ml 100.0 ml 100.0ml 100.0ml

Figura Ne 17. Esquema de preparacion de linea dosis respuesta, partiendo
de una solucion stock de 1 mg/ml.

- PREPARACION DE LA MUESTRA.

Se realiz6 la matriz del producto con las concentraciones crecientes del

analito de 75, 100 y 125 porciento.

- CONCENTRACION AL 75%.

Se peso6 en una balanza analitica el equivalente a 22.5 mg de estandar de
trabajo de Gentamicina sulfato, se transfirio el estandar a un balon
volumétrico de 100 ml, se lavé el porta muestra con 25 ml de buffer fosfato
pH 8 (B.3), se agitd hasta solubilizar llevar a volumen final de 100 ml con
buffer fosfato pH 8 (B.3) y se homogenizd la solucion (Solucion Ne1),
posteriormente se tom6 1 mly se llevd a un balén de 100 ml con buffer
fosfato pH 8 (B.3) (Solucién Ne2). Donde se alcanza una concentracion de

2.25 pg/ml.
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CONCENTRACION AL 75%

=22.5mg s 100.0ml

L [ ]F 2.25ug/ml
1.0ml s 100.0ml

Figura Ne 18. Esquema de preparacion de la muestra al 75%

- CONCENTRACION AL 100%.

Se peso6 en una balanza analitica el equivalente a 30.0 mg de estandar de
trabajo de Gentamicina sulfato, se transfiri6 el estdndar a un balén
volumétrico de 100 ml, se lavd el porta muestra con 25 ml de buffer fosfato
pH 8 (B.3), se agitd hasta solubilizar llevar a volumen final de 100 ml con
buffer fosfato pH 8 (B.3) y se homogenizd la soluciéon (Solucion Ne1),
posteriormente se tom6 1mly se llevéd a un balén de 100 ml con buffer
fosfato pH 8 (B.3) (Solucion Ne2). Donde se alcanza una concentracion de

3.00 pg/ml

CONCENTRACION AL 100%

=30.0mg v 100.0ml

10ml ——> 100.0m| L1 >-OHg/ml

Figura Ne 19. Esquema de preparacion de la muestra al 100%.
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- CONCENTRACION AL 125%.

Se pesoO en una balanza analitica el equivalente a 37.5 mg de estandar de
trabajo de Gentamicina sulfato, se transfirio el estandar a un balon
volumétrico de 100 ml, se lavé el porta muestra con 25 ml de buffer fosfato
pH 8 (B.3), se agitd hasta solubilizar llevar a volumen final de 100 ml con
buffer fosfato pH 8 (B.3) y se homogenizd la solucion (Solucion Ne1),
posteriormente se tom6 1ml y se llevd a un balon de 100 ml con buffer
fosfato pH 8 (B.3) (Solucién Ne2). Donde se alcanza una concentracion de

3.75 pg/ml.

CONCENTRACION AL 125%

=37.5mg s 100.0ml

Y

1.0m ——» 100.0ml [ 1= 3.75ug/ml

Figura Ne 20. Esquema de preparacion de la muestra al 125%.

- CORRIDA DEL ENSAYO.

El andlisis se efectud el ensayo utilizando estandar USP contra estandar de
trabajo de Gentamicina sulfato en concentraciones crecientes de 75,100 y
125%. Los ensayos se realizaron por triplicado y durante tres dias diferentes.
Llevando las muestras (matrices 75,100 y 125%) por triplicado para cada

ensayo.
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Mi My M; M; M; M3 M1 My M;
A D E 75) ( 75 )( 75 100 | 100 | 100 125 | (125 || 125
A D E 25\ (75 )( 75 100 | 100 | 100 125 ) (125 ) (225
A D E 75 75 )\ ( 75 100 | 100 | | 100 125 ) (125 ) (125

N

1. Esquema del ensayo para el parametro de desempefio
linealidad y rango

Figura Ne

De los datos obtenidos se encontrd la ecuacion de la recta
de regresion: Y = bx + a.

Donde:

Y= Respuesta, b= Pendiente, x= Concentracion y a= Termino independiente
Los datos fueron introducidos en un programa computarizado donde por
minimos cuadrados se obtuvo la recta de regresion y cada componente para

determinar un coeficiente de correlacion (r) el debe de ser mayor de 0.99.

El test de linealidad se analiz6 ademas mediante el coeficiente de variacion

de los factores de respuesta:

s

X

cv =-100

Donde:
S= Desviacion estandar.

X= promedio del contenido encontrado.
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El coeficiente de variacion para parametros de ensayos microbiolégicos no
debe de ser mayor a un cinco por ciento (cv<5%).

Para encontrar la desviacion estandar se  utiliz6 la formula:

-
¢ [|EGRY

N — para n™! grados de libertad.
4.4.3.2.2 EXACTITUD.

Se desarrollo el ensayo por triplicado utilizando estandar calidad USP de
Gentamicina sulfato contra estdndar de trabajo en concentraciones
crecientes del analito de 75, 100, 125 %. (Datos arrojados por el ensayo de

linealidad y rango).

Donde se determinaron los porcentajes de recobro para evaluar la exactitud
con que se recuperan en los diferentes ensayos los rangos en los que se

debe de recuperar es de 95-105%.

Ademas se evalu6 la exactitud del método mediante el coeficiente de

variacion de los porcentajes de recobro:
S

cv =-100
X

Donde:

S= Desviacion estandar.

X= promedio del porcentaje de recobro..
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El coeficiente de variacion para parametros de ensayos microbiolégicos no

debe de ser mayor a un cinco por ciento (cv<5%).

Estadisticamente se realiz6 mediante la curva de t de Student siendo:

. | m-%X |Wn-1

eXp g

Donde:
m=Valor verdadero.

n=NUmero de determinaciones.

X= valor medio.
S = desviacion estandar.
Una vez encontrado el valor de la t experimental se compard con el valor t

de tablas y t experimental no debe de ser mayor a t de tabla. (ver anexo Ne 12)

Figura Ne 22. Andlisis de los parametros linealidad, rango y exactitud del
método.
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4.4.3.2.3 PRECISION.

Se desarrolld el ensayo nueve veces utilizando estandar de trabajo para la
curva dosis-respuesta contra una muestra de Gentamicina sulfato, dichos
analisis se realizaron por tres diferentes analistas y dias diferentes ademas
se analizaron en tiempos diferentes de reposo.

Se llevd a cabo tres estudios simultaneos para la determinacion del método:

- Repetibilidad: Ensayos en condiciones normales establecidos en la
metodologia analitica desarrollada. (Mismo analista, misma

temperaturas, mismo nivel de incubacién y el mismo tiempo de reposo).

- Reproducibilidad: 3 diferentes analistas y dias diferentes de analisis.

- Robustez: Cambios en el tiempo de reposo previo a la incubacion (1, 1.5

y 2 horas).

- PREPARACION DE LA SOLUCION STOCK.

Se pesd en una balanza analitica el equivalente a 25mg Gentamicina
utiizando estandar de trabajo, se transfirio el estandar a un bal6n
volumétrico de 25 ml, se lavd el porta muestra con 5 ml de buffer fosfato pH
8 (B.3), se agito hasta solubilizar llevar a volumen final de 25 ml con buffer

fosfato pH 8 (B.3) y se homogenizo la solucion stock.
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- PREPARACION DE ESTANDARES.

Se prepararon los estadndares con una concentracion de A,B,C,D,E tomando
alicuotas de 1.92 ml, 2.40 ml, 3.0 ml, 3.76 ml, 4.70 ml llevandolas a un bal6n
de 10 ml respectivamente posteriormente se tomo 1mly se llevd a un balon
de 100 ml cada una realizando cada dilucion con buffer fosfato pH 8 (B.3)
alcanzando asi las concentraciones de A=1.92 pg/ml, B=2.40 ug/ml, C=3.0

pg/ml, D=3.76 pg/mly E=4.70 pg/ml.

- PREPARACION DE LA MUESTRA.

VIALES DE SULFATO DE GENTAMICINA: se coloco el contenido de 10
viales de Gentamicina sulfato de 160 mg/2ml en un erlenmayer con rosca
con capacidad de 50 ml estéril y se homogenizd, se tomd con una pipeta
volumétrica 3 ml de muestra de Gentamicina sulfato y se transfirié a un balén
volumétrico de 200 ml (Diluciéon Ne1), se llevd a volumen con la solucion
buffer fosfato pH 8 (B.3) y se homogenizo; de esta dilucion se tomaron 5 ml
y se transfirieron a un balén de 200 ml (Dilucidon Ne2) se aforé con solucion
buffer fosfato pH 8 (B.3) y se agitd, luego se tomd nuevamente 1 ml, de la
solucion Ne2 transfiriéndolo a un balon de 10 ml, se afor6 con solucion buffer
fosfato pH 8 (B.3) y se agit6. Alcanzando una concentracion final cerca de

3.0 pg/ml.
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PREPARACION DE LA MUESTRA

10viales ey Mezcla ey, =240mg

3.0ml sy 200.0ml

|

S.O0ml % 200.0ml

|

1.0m sy 10.0ml

Alcanzando una concentracion final de 3.0
Hg/ml

FD=80

Figura Ne 23.Esquema de dilucién de la muestra de Gentamicina 160mg/2ml

- CORRIDA DEL ENSAYO.
- REPETIBILIDAD.
Condiciones del ensayo:
a. Mismo analista.
b. Mismo procedimiento.
c. Temperatura de incubacion 32-35°C.
d. Tiempo de reposo previo a la incubaciéon 1 hora.

e. Nivel de incubacion unico.
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Se prepararon los estandares y la muestra, se colocaron los estandares en
12 placas y 9 placas la muestra. Una vez colocados la muestra y los
estandares se reposo las placas por 1 hora previo a la incubacion. Se realizé

por triplicado (utilizando un mismo analista).

Incubar las 21 placas a
32-35°C

Figura Ne 24. Esquema del ensayo para el parametro de desempefio
precision.

- REPRODUCIBILIDAD.

Condiciones del ensayo:
a. Analistas diferentes (1, 2y 3).
b. Dias diferentes.

c. Mismo procedimiento.

Se prepararon los estandares y la muestra, se colocaron los estandares en
12 placas y 9 placas la muestra. Una vez colocados la muestra y los
estandares se reposo las placas por 1 hora previo a la incubacion (utilizando

3 analistas).
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- ROBUSTEZ.
Condiciones del ensayo:

Tiempo de reposo previo a la incubacion 1, 1.5y 2 horas.

Se prepararon los estandares y la muestra, se colocaron los estandares en
12 placas y 9 placas la muestra (M1, M2 y Mg) con un tiempo de reposo de 1
hora, 9 placas la muestra (M1, M2 y M3) con un tiempo de reposo de 1.5 hora

y 9 placas la muestra (M1, M, y M3) con un tiempo de reposo de 2 hora.

Moo Mz My My My My M My My
yo 00 900 P9 PO
2060 006 606 006

Figura Ne 25. Esquema del ensayo para el parametro de desempefio
precision- robustez.

Figura Ne 26. Andlisis del parametro de desempefio precision.



85

Para la determinacion de la precision del método se analiz6 mediante el

coeficiente de variacion de los factores de respuesta:

5
Cv = 100

X

Donde:

S= Desviacion estandar.

X= promedio del contenido encontrado.

Para encontrar la desviacion estandar se utilizara la formula.:

|"Q~_'
S= |

F(xi—-%)* 1 .
\|—1 Para n™ grados de libertad.
n_

El coeficiente de variacion para parametros de ensayos microbiol6gicos no

debe de ser mayor a un cinco por ciento (cvs5%).

4.4.4 ELABORACION DEL MATERIAL DIDACTICO.

Se desarrollo un material didactico en forma esquematica del ensayo de

potencia que fue entregado al coordinador de la asignatura: para el caso de

la asignatura de Control de Calidad de Productos Farmacéuticos,

Cosméticos y Veterinarios fue entregado al Lic. Eliseo Ernesto Ayala Mejia y

para la asignatura de Microbiologia Aplicada Il fue entregado a la MSc.

Norma Esthela Molina Velasquez.
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El material entregado contenia la siguiente informacion:

- Introduccion,

- Objetivos,

- Monografia de Gentamicina segun la Farmacopea,

- Hoja técnica de Gentamicina,

- Marco tedrico,

- Determinacién del microorganismo de prueba y medio de cultivo de un
antibiético seleccionado,

- Preparacion del inoculo,

- preparacion de la suspension del microorganismo,

- preparacion de los estandares,

- preparacion de la muestra,

- Técnica de ensayo para la determinacién de potencia de Gentamicina
sulfato solucién inyectable 160mg/2ml,

- Calculos para la determinacion de potencia y

- Parametros evaluados en la investigacion.



CAPITULO V

RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS
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5. RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS.
5.1 RESULTADOS.
5.1.1 PARAMETROS DE DESEMPENO LINEALIDAD Y RANGO.

Cuadro Ne 7. Resultados de porcentajes de principio activo la linealidad y
rango

PARAMETRO DE DESEMPENO LINEALIDAD
ANALISIS DE GENTAMICINA SULFATO
METODO: CILINDRO PLACA

ESTANDAR DE TRABAJO LOTE: ET0811000118
VENCIMIENTO: FEBRERO DE 2011

ESTANDAR USP LOTE: M1J001
VENCIMIENTO: VIGENTE

Porcentaje Ensayo M1 M2 M3 Promedio Ccv
1 74,0% 74,0% 74,7% 74,2% 0,54%
75% 2 72,7% 74,7% 76,0% 74,5% 2,23%
3 73,3% 74,7% 73,3% 73,8% 1,10%
1 101,3% 103,3% 98,0% 100,9% 2,64%
100% 2 100,7% 103,3% 100,7% 101,6% 1,49%
3 102,0% 98,0% 100,0% 100,0% 2,00%
1 124,0% 128,7% 120,0% 124,2% 3,50%
125% 2 128,3% 125,3% 128,3% 127,3% 1,36%
3 121,7% 124,0% 124,0% 123,2% 1,08%
Ejemplo: célculo del coeficiente de variacion
Porcentaje (Xi- X) (Xi- X)?
74.0 -0.2 0.04
74.0 -0.2 0.04
74.7 0.0 0.25
X=74.2 5=0.4 5=0.33
Txi-X)°_ (o33 5 0.4062
S= /= | =0.406 CV = -100 = 100 = 0.54%
4 n-1 W 2 % 74.2
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5.1.1.1 DETERMINACION DE LA ECUACION DE LA LINEA RECTA Y
COEFICIENTE DE CORRELACION.

130
120
110
100
90
80
70

Valor de potencia (%)

Grafica de linealidad Ensayo #1

y=x-0,2333
R?=0,9985

/./

70 80 90 100 110 120 130

A

Porcentaje de Principio activo

Figura 27. Grafica de linealidad del ensayo # 1

140
130
120
110
100
90
80
70

Valor de potencia (%)

Grafica de linealidad Ensayo #2

y=1,054x-4,3
R?=0,9997

/

_*

’/

70 80 90 100 110 120 130

Porcentaje de Principio activo

Figura 28. Grafica de linealidad del ensayo # 2

Valor de potencia (%)

Grafica de linealidad Ensayo #3

130
y =0,988x+ 0,2 .
120
R?=0,9988
110

100 /g
90
80
/

70

70 80 90 100 110 120 130

Porcentaje de Principio activo

Figura 29. Grafica de linealidad del ensayo # 3

% P. activo
75,0%
100,0%
125,0%

% P. activo
75,0%
100,0%
125,0%

% P. activo
75,0%
100,0%
125,0%

Ensayo # 1
74,2%
100,9%
124,2%

Ensayo # 2
74,5%
101,6%
127,2%

Ensayo # 3
73,8%
100,0%
123,2%
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Cuadro Ne 8. Ecuacion de la linea recta y coeficiente de correlacion de los
ensayos de linealidad.

Ensayo Ecuacion de la linea recta | Coeficiente de correlacion (r)
1 Y= x+0.2333 r=0.9992
2 Y=1.054x-4.3 r=0.9998
3 Y=0.988x+0.2 r=0.9993

La linealidad del método representa que a medida aumenta la concentracion

del analito aumenta la respuesta en el rango establecido o estudiado, los

criterios de aceptacion para determinar si el método se comporta linealmente

en el rango establecido es: un coeficiente de correlacion mayor a 0.99 y que

debe de presente una tendencia lineal.

Al desarrollar las graficas para evaluar la linealidad del método se obtuvo un

coeficiente de correlacion promedio de 0.9994. Asi también, se determiné

gue el rango de trabajo de 75-125% respecto a la concentracion de principio

activo, el ensayo proporciona una gréafica de tendencia lineal.

Dentro de cada analisis el coeficiente de variacion se encuentra en un rango

entre 0.54-3.5% .




5.1.2 PARAMETRO DE DESEMPENO EXACTITUD.

Cuadro Ne 9. Resultados de porcentajes de recobro y coeficientes de
variacion.

91

PARAMETRO DE DESEMPENO EXACTITUD

ANALISIS DE POTENCIA DE GENTAMICINA SULFATO
METODO: CILINDRO PLACA
ESTANDAR DE TRABAJO LOTE: ET0811000118

VENCIMIENTO: FEBRERO DE 2011

ESTANDAR USP LOTE: M1J001

VENCIMIENTO: VIGENTE

Ensayo P.A Ensayo P.A Ensayo P.A
1 Incorp. 2 Incorp. 3 Incorp.

M1 22.2mg 22.5mg 22.8mg 22.50mg 22.0 mg 22.56 mg

75 M2 22.2mg 22.44 mg 22.4mg 22.50mg 22.4 mg 22.50 mg
M3 22.4mg 22.50 mg 22.8mg 22.50 mg 22.0 mg 22.44 mg
M1 30.4mg 30.00 mg 30.2mg 30.06 mg 30.6 mg 29.94 mg

100 | M2 31.0mg 30.12 mg 31.0mg 30.00 mg 29.4 mg 30.00 mg
M3 29.4mg 30.00 mg 30.2mg 29.94 mg 30.0 mg 30.00 mg
M1 37.2mg 37.56 mg 38.5mg 37.50 mg 36.5 mg 37.50 mg

125 | M2 38.6mg 37.50 mg 37.6mg 37.56 mg 37.2mg 37.50 mg
M3 36.0mg 37.50 mg 38.5mg 37.50 mg 37.2mg 37.50 mg

PORCENTAJE DE RECOBRO
" g8 8| % | % | w
P A Mx o o o Recobro Recobro Recobro Ccv
' A 5 5 1 2 3

M1 Zrﬁ'gz an]és 2nz1.go 98.7% | 101.3% | 97.5%

75 | M2 2r§.92 an1; 25'94 98.9% | 99.6% | 99.6% | 1.29%
M3 an; 25'98 Zrﬁéo 99.6% 101.3% 98.8%
M1 3;2; 3594 3r2§6 101.3% 100.5% 102.2%

100 | M2 3;60 Sr#'go SrggA' 102.9% 103.3% 98.0% 1.89%
M3 nggA' 3r2.92 3r2§0 98.0% 100.9% 100.0%
M1 3;‘92 Sﬁés 3r2§5 99.0% 102.6% 97.3%

125 | M2 fﬁ'ge 3n71§6 3;'92 102.9% | 100.1% | 99.2% | 2.45%
M3 3m6§° 3%5 3;; 96.0% | 102.7% | 99.2%




Cuadro Ne 10. Recuperacion de principio activo en el ensayo de exactitud.
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PARAMETRO DE DESEMPENO EXACTITUD
ANALISIS DE POTENCIA DE GENTAMICINA SULFATO
METODO: CILINDRO PLACA

ESTANDAR DE TRABAJO LOTE: ET0811000118
VENCIMIENTO: FEBRERO DE 2011

ESTANDAR USP LOTE: M1J001

VENCIMIENTO: VIGENTE

Ensayo al 75% Ensayo al 100% Ensayo al 125%
22.2 mg 30.4 mg 37.2mg
22.8 mg 30.2 mg 38.6 mg
22.0 mg 30.6 mg 36.0 mg
22.2 mg 31.0 mg 38.5 mg
22.4 mg 31.0 mg 37.6 mg
22.4 mg 29.4 mg 38.5mg
22.4 mg 29.4 mg 36.5mg
22.8 mg 30.2 mg 37.2 mg
22.0 mg 30.0 mg 37.2 mg

X=22.4mg X==30.2mg X=37.4 mg
texp=0.94 texp=0.95 texp=0.31

Ejemplo: célculo del porcentaje de recobro

Cantidad recuperada

%4 Recobro = 100

Cantidad adicionada

%Recobro =22.2 x 100 =98.7%  Se encuentra en el rango 95-105%
22.5

Calculo de teyp
lm—% [vyn—1

texp _ g

Donde:

m=Valor verdadero

n=Numero de determinaciones
X= valor medio

S = desviacion estandar

Calculo de la ‘t’ experimental para las concentraciones de 75,100,125%

_|225-224 %48 _
te.‘{p 74 T 0.30 =054
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_|300-302(=+8

te.‘{p 1009 0.60 =095

|37.5—37.4|=+8
te.‘{p 12594 = 0972

=031

La exactitud de un método es la cercania de los resultados de las pruebas a
un valor verdadero.

Los criterios de aceptacion para determinar si el método se comporta exacto
es: CV < 5%, “t” experimental menor a “t” de tabla, donde t tabla es de 1.860
con n-1 grados de libertad con al 95% de confianza.

Esta fue determinada mediante la linealidad del método, utilizando
concentraciones teoricas conocidas del estandar de 75, 100 y 125%, donde
se obtuvo un coeficiente de variacion para el 75% de 1.29%; para 100% de
1.89% y para 125% de 2.45%.

Se obtuvo un porcentaje de recobro en el rango de 96 al 103.3% siendo un
rango permitido para métodos microbiol6gicos entre 95-105%. El andlisis
estadistico arrojo que para el 75% una “t” experimental de 0.94, el 100% una
“t” experimental de 0.95 y para el 125% una “t” experimental de 0.31 donde

se presenta “t” experimentales menores a la “t” tedrico.



5.1.3 PARAMETRO DE DESEMPENO PRECISION.
Cuadro Ne 11.

Resultados de analisis de parametro de precision.
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PARAMETRO DE DESEMPENO PRECISION

ANALISIS DE POTENCIA DE GENTAMICINA SULFATO 160MG/2ML
METODO: CILINDRO PLACA
LOTE: 10080163 F. FAB: 03/09/10 F. VTO: 03/09/13
ANALISTA 1: BR. ROSA AMINTA MERLOS ALEMAN

ANALISTA 2: LIC. SILVIA CAROLINA MUNOZ FRANCES
ANALISTA 3: LIC. NORMA ESTHELA MOLINA VELASQUEZ

Ensayo Hora M1 M2 M3 CcV
1 100.0% 101.7% 101.7% 0.97%
> 1 101.3% 103.3% 101.3% 1.13%
. 3 101.7% 100.0% 100.0% 0.97%
< 1 100.0% 100.0% 101.7% 0.97%
a 2 15 101.3% 103.3% 101.3% 1.13%
S 3 101.7% 100.0% 100.0% 0.97%
< 1 100.0% | 100.0% | 101.7% 0.97%
2 2 103.3% 103.3% 103.3% 0.00%
3 100.0% 101.7% 100.0% 0.97%
CV Global: 1.24%
Ensayo Hora M1 M2 M3 Ccv
1 100% 100.0% 103.3% 1.89%
2 1 101.3% 100.0% 101.3% 0.74%
3 100.0% 96.7% 101.7% 0.97%
g 1 100.0% | 100.0% 100.0% 0.00%
@ 2 15 100.0% 100.0% 101.3% 0.75%
= 3 100.0% 101.7% 100.0% 0.97%
< 1 100.0% 100.0% 103.3% 1.89%
2 2 101.3% 101.3% 101.3% 0.0%
3 100.0% 101.7% 100.0% 0.97%
CV Global: 1.00%
Ensayo Hora M1 M2 M3 Ccv
1 98.0% 98.0% 100.0% 1.17%
2 1 102.6% 100.0% 100.0% 1.48%
- 3 99.3% 103.3% 99.3% 2.35%
< 1 102.0% 100.0% 98.0% 2.00%
a 2 15 102.6% 100.0% 101.3% 1.28%
< 3 99.3% 103.3% 103.3% 2.26%
< 1 100.0% 100.0% 102.0% 1.14%
2 2 100.0% 102.6% 100.0% 1.48%
3 100.0% 100.0% 103.3% 1.87%
CV Global: 1.68%
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La precision del método fue medida por tres parametros: Repetibilidad,

Reproducibilidad y Robustez.

REPETIBILIDAD.

Se utilizé un lote de producto terminado con una concentracion de
160mg/2ml, donde se obtuvo un coeficiente de variacion global de 1.24%,
esto como resultado de tres ensayos realizados por un analista, por lo que

no sobrepasa al 5% establecido para métodos microbiolégicos.

En los ensayos realizados se percibieron posibles factores de errores que

pueden afectar el ensayo:

-Un aumento en el coeficiente de variacion del analista puede ser
ocasionado por la cristaleria volumétrica utilizada durante todos los
ensayos. La cristaleria se encontraba con una pequefia cantidad de grasa
a pesar de las buenas practicas de lavado, lo que genera un pequefio error
en las mediciones durante la realizacién de los ensayo, por consiguiente un
diferencia en el calculo de potencia, generando un coeficiente de variacién

mayor que el coeficiente de variacion propiamente dicho del ensayo.

- Al no encontrarse el area de trabajo controlada y al ser Staphylococcus
epidermidis, un microorganismo muy dificii de manipular, existid
contaminacién accidental (presencia de colonias de microorganismo

desconocidos) en las placas de algunos ensayos pero esto no interfirio en
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el calculo de potencia en los ensayos realizados, ya que a pesar de dicha

contaminacion, se produjeron halos definidos y claramente medibles.

REPRODUCIBILIDAD.

- Fue utilizado un lote de producto terminado con una concentracion de
160mg/2ml, donde se obtuvo un coeficiente de variacion promedio de
1.31%, siendo para el analista 1 un CV de 1.24, para el analista 2 un CV de
1.0 y el analista 3 un CV de 1.68 esto como resultado de tres ensayos
realizados por tres diferentes analistas, en dias diferentes, por lo que no

sobrepasa al 5% establecido para métodos microbioldgicos.

-De acuerdo a dos ensayos realizados por dos diferentes analistas
utilizando la misma concentracion del microorganismo, los halos de
inhibicion generados en los ensayos se ven sujetos a las condiciones del
tratamiento durante el ensayo del microorganismo, es decir, que el
microorganismo se ve influenciado por diferentes variables en el desarrollo
del ensayo, las cuales son la temperatura (cuyo medio de cultivo es
inoculado), el tiempo que tarde el analista en la inoculacién de las placas
(por el tiempo exposicion del microorganismo a los 45° C).

Una pequefia variacion en la temperatura, en la cual se mantiene el
microorganismo a la hora de inocular las placas y un tiempo de exposicion
prolongado, son un factor clave en los tamafos de los halos generados en
el ensayo, es decir, a mayor tiempo de exposicion y a mayor temperatura

los halos de inhibicion generados en el ensayo seran mas grandes
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respecto a aquellos donde se mantengan a la temperatura establecida de
45° C y en un tiempo minimo. Pero este debilitamiento del microorganismo
no debe generar incoherencias en el ensayo manteniéndose asi la

precision del método.

ROBUSTEZ.

Fue determinada utilizando variable como el tiempo de reposo previo a la
incubacion de 1, 1.5y 2 horas, la cual se considera puede llegar a afectar al
ensayo en determinado momento.

Se observo que al prolongar el tiempo de reposo, aumenta el diametro del

halo de inhibicion sin que exista un cambio en el calculo de potencia.



CAPITULO VI
CONCLUSIONES
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6. CONCLUSIONES

1. Al desarrollar el ensayo con la concentracion que estipula la USP 30-
NF25, se obtuvieron halos de inhibicion con diametros menores a los
establecidos, por lo que fue necesario buscar una concentracion media
que arrojara diametros entre 14 y 16 milimetros. A nivel de laboratorio se
determind que la concentracién de 3 pg/mL era la concentracién que se
adaptaba a las condiciones del Laboratorio de Microbiologia ya que esta
proporciono halos de inhibicién en el rango antes mencionado. Ademas
al tener halos de inhibicién con un didmetro amplio sus lecturas son mas
sencillas para el analista y como resultado de ello reduce el error en sus

lecturas disminuyendo asi el coeficiente de variacion en cada ensayo.

2. Fue necesario reducir los cinco puntos que recomienda la convencion de
Armonizacion (ICH) para determinar la linealidad de un método analitico,
debido que al utilizar el rango de 80-120 % recomendado para producto
terminado; los resultados obtenidos son muy cerrados y la diferencia en
el nivel de respuesta es casi nulo; por lo tanto se trabajé con un intervalo
de 75-125 %, utilizando solamente tres puntos criticos con ello se
obtiene resultados con cambios mas visibles y se asegura la linealidad

del método en ese rango.
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3. Conforme a los resultados arrojados por los ensayos de potencia por la
metodologia de andlisis para Gentamicina 160 mg/2ml y los criterios de
aceptacion del parametro de desempefio, en un rango de 75-125 % el
comportamiento del método presenta una tendencia lineal ya que al
aumentar la concentracion del analito aumenta la respuesta y
proporcionar graficas que responden a ecuaciones lineales con un
coeficiente de variacion mayor a 0.99, presentando ademas en dicho
rango una exactitud y precision comprobada al presentar coeficientes de
variacion menores al 5 % establecidos para criterios microbiol6gicos,
ademas para exactitud porcentajes de recobro en un rango de 95-105%
y “t” experimentales menores a la “t” tedrica. Por lo tanto la metodologia
elaborada puede ser utilizada confiablemente ya que cumple con las

caracteristicas de desempefio porque proporciona resultados confiables.

4. A través de la realizacion del trabajo se determind la necesidad de la
adaptabilidad del método a las condiciones del laboratorio, que fueron
superadas y se elaboré el material didactico al que fueron incorporadas y
presentadas a los docentes de las catedras de Microbiologia Aplicada I
y Control de Calidad de Productos Farmacéuticos (Humanos vy
Veterinarios) de la Facultad de Quimica y Farmacia de la Universidad de

El Salvador.
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CAPITULO VII
RECOMENDACIONES
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7. RECOMENDACIONES

1. Efectuar el ensayo de potencia, es imperante que los analistas
comprendan la metodologia de analisis a desarrollar, para minimizar los
riesgos que puedan afectar los resultados del ensayo. Ya que de ello
depende el éxito o fracaso del andlisis, debido que en la determinacion
de potencia de antibidticos existen puntos criticos (temperatura de
inoculacion, tiempo de exposicion del microorganismo a cuarenta y cinco
grados Celsius, estandarizacion del microorganismo, inoculacion de
placas, preparacion del microorganismo de prueba y volumetria) tanto en

la parte fisicoguimica como en la microbioldgica.

2. Desarrollar el ensayo para el analisis de potencia de Gentamicina
sulfato solucién inyectable de 160mg/2ml, es de especial consideracion
gue se desarrolle de la forma en que ha sido planteada la técnica,
manteniendo los volimenes especificos durante todo el ensayo, ya que
cualguier cambio en los volumenes puede generar errores no
contemplados en el analisis de parametros de desempefio, pudiendo
existir un error en el calculo de potencia como consecuencia

proporcionando resultados de confiabilidad dudosa.

3. Realizar el ensayo potencia por el método cilindro placa es
indispensable que se desarrolle bajo aéreas controladas tanto la

estandarizacion del microorganismo con el ensayo propiamente dicho,
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ya que el microorganismo de prueba para determinar potencia de
Gentamicina es altamente sensible a la contaminacion, evitando asi
contaminacion accidental del microorganismo o de las placas de petri,
generando errores en la medicion de las lecturas de los halos de

inhibicion.

Ejecutar el ensayo de potencia tomando en cuenta los puntos criticos
especificamente; la temperatura en la cual se mantiene el
microorganismo a la hora de inocular las placas y el tiempo de
exposicioén, por lo tanto, no debe de exponerse a mayor temperatura de
la estipulada en la metodologia y el tiempo de exposicion debe de ser el
minimo necesario ya que al aumentar dichos factores se pueda generar
un debilitamiento del microorganismo hasta llegar a la muerte del mismo,
teniendo como resultado ausencia de crecimiento microbiano y por
consecuencia ausencia de halos de inhibicion impidiendo la

determinacién de la potencia del antibidtico.

Utilizar el material didactico desarrollado tanto docentes como
estudiantes de la cétedra Control de Calidad de Productos
Farmacéuticos (Humanos y Veterinarios) y Microbiologia Aplicada I,
para que en el desarrollo de las practicas de laboratorios los resultados
no presenten variabilidad y sean confiables pudiendo concluir de manera

objetiva en la calidad de las muestras analizadas.
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Gentamicina, Inyeccion

» La Inyeccién de Gentamicina contiene una cantidad
de Sulfato de Gentamicina equivalente a no menos de
90,0 por ciento y no mas de 125,0 por ciento de la
cantidad de gentamicina declarada en la etiqueta. Puede
contener amortiguadores del pH, conservantes y agentes
complejantes adecuados. a menos que esté destinada
para uso intratecal, en cuyo caso s6lo contiene agentes
de tonicidad adecuados.

Envasado y almacenamiento—Conservar en envases monodosis o
multidosis, preferentemente de vidrio Tipo 1.

Estindares de referencia USP (11)—FER Endotoxina USP. ER
Sulfato de Gentamicina USP.

Identificacion—Aplicar por separado un volumen de Inyeccién
equivalente a 20 pg de gentamicina y el mismo volumen de una
preparacion similar de ER Sulfato de Gentamicina USP a una placa
para cromatografia en capa delgada adecuada (ver Cromatografia
(621)) recubierta con una capa de 0,25 mm de gel de silice para
cromatografia con un tamafio promedio de poro de 6 nm. [NOTA—
Diluir la Inyeccién con agua, si fuera necesario, para obtener una
solucién de prueba que contenga 1000 pg de gentamicina por mL.
Cuando la Inyeccion contiene menos de 1000 pg por mL, aplicar un
volumen de Inyeccion, equivalente a 20 pg de gentamicina, a la
placa cromatografica. en porciones separadas de no mas de 20 pL
cada una y dejar que cada aplicacion se seque antes de aplicar la
siguiente.] Colocar la placa en una camara cromatografica adecuada
y desarrollar el cromatograma con una fase moévil constituida por la
fase inferior de una mezcla de cloroformo, metanol e hidroxido de
amonio (20:13:10) hasta que el frente de la fase moévil haya
recorrido aproximadamente tres cuartos de la longitud de la placa.
Retirar la placa de la camara, secar al aire y exponer la placa a
vapores de yodo en un frasco de deteccion que contenga cristales de
yodo: las intensidades y los valores R. de las tres manchas
principales obtenidas a partir de la soluciéon de prueba corresponden
a los valores obtenidos a partir de la Solucién estandar.

Endotoxinas bacterianas (85)—No contiene mas de 0,71 Unidades
USP de Endotoxinas por mg de gentamicina.

pH (791): entre 3,0 y 5.5.

Particulas (788): cumple con los requisitos para inyecciones de
pequeno volumen.
Disolventes residuales (467): cumple con los requisitos.

(Oficial a partir del 1° de enero de 2007)
Otros requisitos—Cumple con los requisitos en Invectables (1).
Valoracion—Proceder segun se indica en Antibioticos —Valoracio-
nes Microbiolégicas (81), utilizando un volumen medido con
exactitud de Inyeccion diluida cuantitativamente y en diluciones
sucesivas con Solucion Amortiguadora N° 3 para producir una
Dilucion de Prueba con una concentracion que se supone igual a la

mediana de los niveles de dosis de! Estandar (0.1 pg de gentamicina
por mL).

Figura Ne 27 MONOGRAFIA GENTAMICINA SULFATO, INYECCION USP 30

ANEXO Ne 2
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Cuadro Ne 12 PREPARACION DE SOLUCIONES MADRE Y DILUCIONES
DE PRUEBA DE ESTANDARES DE REFERENCIA. USP 30

SOLUCION MADRE DILUCION
DE PRUEBA
Disolvente inicial
(Concentracion inicial en Dosis media
Antibidtico y tipo de aquellos casos en que Solucion (ug de
valoracion este especificado); madre final actividad o
CP= cilindro placa Diluyente posterior, si es concentracion Usar dentro Unidades por
T= turbidimétrico diferente. por mL. de Diluyente final mL)
Amicacina ( T) Agua 1mg 14 dias Agua 10 pg
Anfotericina B (CP) Dimetil sulfoxido 1mg Mismo dia B.10 1,0 ug
Bacitracina-cinc(CP) Acido clorhidrico 0.01 N. 100U Mismo dia B.1 10U
Bleomicina (CP) B.16 2U 14 dias B.16 0,04 pg
Candicidina (T) Dimetil sulfoxido 1mg Mismo dia Agua 0,06 pg
Capreomicina (T) Agua 1mg 7 dias Agua 100 pg
Carbenicilina (CP) B.1 1 mg 14 dias B.1 20 pg
Cefalotina (CP) B.1 1 mg 5 dias B.1 1,0 ug
Cefapirina (CP) B.1 1mg 3 dias B.1 1,0 ug
Cloranfenicol (T) Alcohol (10 mg/ml); Agua 1mg 30 dias Agua 2,5 ug
Cortetraciclina (T) Acido clorhidrico 0.01 N 1mg 4 dias Agua 0,06 pg
Cloxacilina(CP) B.1 1mg 7 dias B.1 5,0 ug
Colistimetato s6dico(CP). Agua ( 10 mg/ml) ; B.6 1mg Mismo dia B.6 1,0 ug
Colistina (CP) Agua ( 10 mg/ml) ; B.6 1mg 14 dias B.6 1,0 ug
Cicloserina (T) Agua 1mg 30 dias Agua 50 ug
Demeclociclina (T) Acido clorhidrico 0.1 N 1 mg 4 dias Agua 0.1 pg
Dihidroestreptomicina (CP) B.3 1mg 30 dias B.3 1,0 ug
Dihidroestreptomicina (T) Agua 1mg 30 dias Agua 30 ug
Doxiciclina (T) Acido clorhidrico 0.1 N 1mg 5 dias Agua 0.1 g
Eritromicina (CP) Metanol ( 10 mg/ ml);B.3 1mg 14 dias B.3 1,0 ug
Gentamicina (CP) B.3 1mg 30 dias B.3 0.1pug
Gramicidina (T) Alcohol 95% 1 mg 30 dias Alcohol 95% 0,04 ug
Kanamicina (T) Agua 1mg 30 dias Agua 10 pg
Metaciclina (T) Agua 1mg 7 dias Agua 0,06 ug
Nafcilina (CP) B.1 1mg 2 dias B.1 2,0 ug
Natamicina (CP) Dimetil sulfoxido 1mg Mismo dia B.10 5 ug
Neomicina (CP) B.3 100 pg 14 dias B.3 1,0 ug
Neomicina (T) B.3 1mg 14 dias B.3 1,0 ug
Netilmicina (CP) B.3 1 mg 7 dias B.3 0,1 pg
Novobiocina (CP) Alcohol 1mg 5 dias B.6 0,5 ug
(110 mg/ml);B.3
Nistatina (CP) Dimetilformamida 1000 U Mismo dia B.6 20U
Oxitetraciclina (T) Acido clorhidrico 0.1 N 1 mg 4 dias Agua 0,24 ug
Paromomicina (CP) B.3 1mg 21 dias B.3 1,0 ug
Penicilina G (CP) B.1 1000 U 4 dias B.1 10U
Polimixina B (CP) Agua ; B.6 10 000 U 14 dias B.6 10U
Rolitetraciclina (T) Agua 1mg 1dia Agua 0,24 g
Sisomicina (CP) B.3 1mg 14 dias B.3 0,1 g
Estreptomicina (T) Agua 1mg 30 dias Agua 30 ug
Tetraciclina (T) Acido clorhidrico 0.1 N 1mg 1 dia Agua 0,24 pg
Tiostrepton (T) Dimetil sulfoxido 1V Mismo dia Dimetil sulfoxido 0,80 pg
Ticarcilina (CP) B.1 1mg 1 dia B.1 5 ug
Tobramicina (T) Agua 1 mg 14 dias Agua 2,5 ug
Troleandomicina (T) Alcohol isopropilico-agua 1mg Mismo dia Agua 25 ug
(4:1)

ANEXO Ne 3
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Condiciones de incubacion

Composicion sugerida del
inoculo

Organismo de prueba Medio | Temp °C | Tiempo Medi | Cantidad %
ATCC [o) Antibidticos valorados
Bacillus subtilis (6633) 32 32-35 5 dias 5 Segln requerido Dihidrostreptomicina
8 Segun requerido Vancomicina
Bordetella 1 32-35 24 hrs. 10 0.1 Colistimetato Sodico,
bronchiseptica (4617) Colistina, Polimixina B
Escherichia coli 1 32-35 24 hrs 3 0.7 Cloranfenicol
(10536)
Klebsiella pneumoniae 1 36-37.5 16-24 hrs 3 0,05 Capreomicina
(10031)
0.1 Estreptomicina,
Troleandomicina,
Dihidrostreptomicina
39 2 Neomicina
Micrococcus luteus 1 32-35 24 hrs 11 15 Eritromocina
(19341)
Micrococcus luteus 1 32-35 24 hrs 1 0.3 Bacitracina
(10240)
Mycobacterium 36 36-37.5 48 hrs 35 1.0 Bleomicina
smegmatis (607)
Pseudomonas 1 36-37.5 24 hrs. 10 0.5 Carbenicilina
aeruginosa (25619)
Saccharonyces 19 29-31 48 hrs 13 0.2 Candicidina
cerevisiae (9763)
19 1.0 Anfotericina B
Saccharonyces 19 29-31 48 hrs 19 1.0 Nistatina
cerevisiae (2601)
Staphylococcus aureus 3 35-39 16-24 hrs 39 2-3 Tilosina
(9144)
Staphylococcus aureus 1 32-35 24 hrs 1 0.1 Cefalotina, Cefapirina,
(29737) Cloxacilina.
1 0.3 Nafcilina
1 1.0 Penicilina G
3 0.1 Amicacina,clortetraciclina,
Demeclociclina, Doxicilina,
Metacilina, Oxitetraciclina,
Rolitetraciclina,
Tetraciclina.
3 0.2 Kanamicina
3 0.4 Cicloserina
3 0.15 Tobramicina
Staphylococcus 1 32-35 24 hrs 11 0.25 Netilmicina
epidermidis (12228)
1 4.0 Novobiocina
11 0.03 Gentamicina, Sisomicina
11 0.4 Neomicina
11 2.0 Paromomicina
Enterococcus hirae 3 36-37.5 16-18 hrs 3 1.0 Gramicidina
(10541)
40 36-37.5 16-24 hrs 41 0.2 Tiostrpton

Nota: para Pseudomonas aeruginosa (ATCC 25619)en la valoracion de Carbenicilina, utilizar 0.

de 1:25 de la suspension madre por 100 ml de medio 10.

5 ml en una diluciéon
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ANTIBIOTICO
Amicacina
Anfotericina B
Bacitracina
Bleomicina
Candicidina
Capreomicina
Carbenicilina
Cefalotina
Cefapirina
Clorafenicol
Clortetraciclina
Cloxacilina
Colistimetato Sédico
Colistina
Cicloserina
Demeclociclina
Dihidroestreptomicina (CP)
Dihidroestreptomicina (T)
Doxiciclina
Eritromicina
Gentamicina
Gramicidina
Kanamicina
Metaciclina
Nafcilina
Neomicina (CP)
Neomicina (T)
Netilmicina
Novobiocina
Nistatina
Oxitetraciclina
Paromomicina
Penicilina G
Polimixina B
Rolitetraciclina
Sisomicina
Espectinomicina
Espectinomicina (T)
Tetraciclina
Tiostrepton (T)
Tobramicina
Troleandomicina
Tilosina
Vancomicina

ORGANISMO DE PRUEBA

Staphylococcus aureus
Saccharomyces cerevisiae
Micrococcus luteus
Mycobacterium smegmatis
Saccharomyces cerevisiae
Klebsiella pneumoniae
Pseudomonas aeruginosa
Staphylococcus aureus
Staphylococcus aureus
Escherichia coli
Staphylococcus aureus
Staphylococcus aureus
Bordetella bronchiseptica
Bordetella bronchiseptica
Staphylococcus aureus
Staphylococcus aureus
Bacillus subtilis

Klebsiella pneumoniae
Staphylococcus aureus
Micrococcus luteus
Staphylococcus epidermis
Enterococcus hirae
Staphylococcus aureus
Staphylococcus aureus
Staphylococcus aureus
Staphylococcus epidermis
Klebsiella pneumoniae
Staphylococcus epidermis
Staphylococcus epidermis
Saccharomyces cerevisiae
Staphylococcus aureus
Staphylococcus epidermis
Staphylococcus aureus
Bordetella bronchiseptica
Staphylococcus aureus
Staphylococcus epidermis
Escherichia coli

Klebsiella pneumoniae
Staphylococcus aureus
Enterococcus hirae
Staphylococcus aureus
Klebsiella pneumoniae
Staphylococcus aureus
Bacillus subtilis

NUMERO ATCC
29737
9763
10240
607
9763
10031
25619
29737
29737
10536
29737
29737
4617
4617
29737
29737
6633
10031
29737
9341
12228
10541
29737
29737
29737
12228
10031
12228
12228
2601
29737
12228
29737
4617
29737
12228
10536
10031
29737
10541
29737
10031
29737
6633

ANEXO Ne 5
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CUADRO Ne 15 PREPARACION DE LA SUSPENSION DE MADRE DE

MICROORGANISMO DE PRUEBA

Microorganism Condiciones de incubacion

o de prueba
ATCC

Bacillus
subtilis (6633)

Bordetella
bronchiseptica
(4617)

Escherichia
coli
(10536)

Klebsiella
pneumoniae
(10031)

Micrococcus
luteus
(9341)

Micrococcus
luteus
(10240)

Mycobacteriu
m smegmatis
(607)

Pseudomonas
aeruginosa
(25619)

Pseudomonas
aeruginosa
(29336)

Saccharomyce
S cerevisiae
(9763)

Medio

32

36

35

19

13

Temp
o

32-35

32-35

32-35

32-35

32-35

32-35

32-35

37

37

37

32 -
35

37

Tiempo

24 hr.

5 dias

24 hr.

24 hr.

24 hr.

24 hr.

24 hr.

48 hr.

24 hr.

24 hr.

24 hr.

16-18
hr.

Dilucién de la

concentracio
n madre
25%T

Segln sea
determinado

1:20

1:20

1:25

1:40

1:35

Segun sea
determinado

1:25

1:50

Seguln sea
determinado

Seguln sea
determinado

ANEXO Ne 5

Composicién
sugerida para el
inoculo
Me Cantidad

dio %

2 0.1
Segun se
requiera

8 0.5
Segun se
requiera

10 0.1

3 0.7

0.1

3 0.05

0.1

11 0.5

11 1.5

1 0.3

35 1.0

10 0.5

38 15

13 0.2

13 0.2

Antibiético ensayado

Rifanpin, Dactiomicina
Deshidroestreptomicina

Canamicina B
Mitomicina
Vancomicina

Colistimetato de Sodio.
Colistina, Poliomixina B

Clorafenicol

Espectinomicina

Capreomicina

Estreptomicina,
Viomicina

Ampicilina, Peneticilina
Clintamicina,

Eritromicina,
Lincomicina

Bacitracina

Bleomicina

Carbenicilina

Ticarcilina

Candicidina

Candicidina
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Saccharomyce
S cerevisiae 19 30 48 hr. 1:30 19 1.0 Anfotericina B, Nistatina
(2601)

Staphylococcu 32— Cefasolina, Cefalexina,
S aureus 1 35 24 hr. 1:20 1 0.05 Cefradina
(29737)

Cefaloridina, Cloxacilina,
1 0.1 . -
Dicloxacilina
1 0.2 Cefaloglicina
1 0.3 Nafcilina, Oxacilina
1 1.0 Penicilina G
Amikasina,
Clortetraciclina,
Demeclociclina,
Doxiciclina
3 0.1 Metaciclina,
Oxitetraciclina,
Rolitetraciclina,
Tetraciclina
3 0.2 Kanamicina, Minociclina
3 0.4 Cicloserina
3 0.15 Tobramicina
8 0.1 Mitramicina
11 0.4 Neomicina B
Staphylococcu
s epidermidis 1 32-35 24hr. 1:14 1 4.0 Novobiocina
(12228)
11 0.03 Gentamicina
11 1.0 Neomicina B
1:25 11 2.0 Paromomicina

Streptococcus ,

faecium 3 37 16h:18 dséfgr‘:r:‘i sea 3 1.0 Gramicidina
(10541) )

ANEXO Ne 6
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*Pueden requerirse dependiendo de la naturaleza de la prueba especifica

Categoria Il
Ca(;acterl’sti(ia de Categoria | I?rqeba I?rgeba Categoria | Categoria
esempeno limite limite 11 A\
cuantitativa | cualitativa

Exactitud Si Si * * No
Precision Si Si No Si No
Especificidad Si Si Si * Si
Limite de deteccion No No Si * No
Limite de No Si No * No
cuantificacion

Linealidad Si Si No * No
Rango Si Si * * No

ANEXO Ne 7
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LABORATORIO DE CENSALUD
TRABAJO DE GRADUACION
SECCION MICROBIOLOGIA

DETERMINACION DE POTENCIA DE ANTIBIOTICO METODO CILINDRO PLACA RESULTADOS
DE LA CURVA ESTANDAR

Fecha de anélisis: 0q-09 -il

Estandar_ Caevlmcing f\-“\é':lt&;.

Lote.__ETOR i 0OUE 5.1 4

Vence: 0 - IO\

Valoracién: VrL—k/\Uc& de C\«\h\v-cl“z't_

PESO TEORICO:_ 0.4 234

PESO REAL: O.04229

CONCENTRACION TEORICA F]{\JAL DEL ESTANDAR: | e 21 / m L
CONCENTRACION REAL FINAL DEL ESTANDAR: 0993 a‘-"j /e
Esquema de dilucién para solucién stock
Co(q 2%9 = 2‘:)_-“\_ |')')'5 )2‘3_( rﬂL
Alicuota de linea dosis-respuesta Alicuota de linea dosis-respuesta
Teodrica Real
Alicuota (ml) Concentracion (pg/ml) Alicuota (ml) Concentracion (pg/ml)
A 1a2 1.2 7 A2 (.G 2
B 2.40 7+ 240 290
C 2.00 3-00 2, 00 2.CC
D___ 315 ¢ 3¢ %16
E  A.kp7t 4. tod 4. 3C % R
Observaciones:
= ‘ . , ‘ p
Analista: “Q"("\ ( Avwiin lT( V/\*‘/v’l CS (u('h(g&_/

Figura Ne 28 RECOLECCION DE DATOS LINEA DOSIS RESPUESTA

ANEXO Ne 8
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LABORATORIO DE CENSALUD DETERMINACION DE POTENCIA DE
TRABAJO DE GRADUACION ANTIBIOTICO METODO CILINDRO PLACA
SECCION MICROBIOLOGIA RESULTADOS DE LA CURVA ESTANDAR
NOMBRE DEL ESTANDAR?%{]‘M@]“QQ JUZ‘LL[/T ESTANDAR DE TRABAJO
LOTEE1p ()i 00ONUWENCE: Fefnry - 201/ [ ]ESTANDAR DE REFERENCIA USP
POTENCIA:_59:¢% FECHA:_¢2-j 2-10
MICROORGANISMO DE o
PRUEBA Siuplylucotw) epielormids — | T OMITANCIA b
FECHA OBTENCION ENSAYO No. )
SUSPENSION: 02 ~|2-/0
Lecturas
Didmetros de Halos de inhibicién
Estandar Estandar Estandar Estandar
Ca A Cs B
J5.0 /3.2 14.9 14 4
18- /2 ¢ Py 13.9
5.4 /3.2 /9.9 4.5
19 }3.§ 53— e
5.0 /3. /5.0 /5. 3
/5.3 4] /5.3 /5.%
/5, b /3.4 o9 8.9
/8.6 /3.5 15.3 157 Y
/5.3 /3:7 15. ¢ /4.5
Promedios Promedios
CATR4 12.5 - )54 < e
Estandar Estandar Estandar Estandar
Co D Ce E
i, | b9 /5.3 2.3
— —r g /5.0 /2.9
/5.0 [b-{ /5:8 -8
/5.3 16 165.9 (2B
/5.6 /b b /5.) 12.§
4.9 b0 /5.3 /2. ¥
15 0 [6. 2 15} [2.£
/4.9 /6.0 ’ 17
romedios Promedios
6.2 vl b vl /5.3 N2 ==

Figura Ne 29 PROMEDIO DE HALOS DE INHIBICION DE LINEA DOSIS RESPUESTA
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LABORATORIO DE CENSALUD
TRABAJO DE GRADUACION
SECCION MICROBIOLOGIA

DETERMINACION DE POTENCIA DE ANTIBIOTICO METODO CILINDRO PLACA
RESULTADOS DE LA CURVA ESTANDAR
Calculo de los didmetro promedio de la concentracidn media del estdndar
C= g2 + g2 + 181 + g2 79

R

4 4
= 92 <

DIAMETRO PROMEDIO CORREGIDO PARA ELESTANDAR A LAS
CONCENTMCIONES A, B,D,E
(C- X st) + Xst

A B D E
(ie2-18.2)t |(ig2-®2)+ [(1B2-®.1)+ [(182-iB2)t
i5.2 13.0 Q.0 20.5
A= 5.0 & B= 110 7 |p= |A:l ¥ = 205
_3a+2btc-e  3e-2d+c-a
&~ 5 88 = 5
1=(3#15.2) «(2x1%) v 182 - 20 He (22208 H (2419.1)4182 -
5 5
L= 333 H= 032. +
5 5
i 5.5 He 20.5
Responsable: ,‘ZO)G Qmin l’ﬂ M‘J’lc-i Fecha; 0} -€2-1l
SIMBOLOGIA UTILIZADA:

C = Didmetro Promedio (mm) de 36 lecturas de los hatos obtenidos con la Solucion Esténdar de concentracion media.

a, b, d, e = Didmetros Promedio (mm) corregidos para las concentraciones mas bajas y mas altas del estandar respectivamente.
L = Diémetro de halos (mm) calculado para la concentracién més baja de la gréfica de repuesta.

H = Diametro de halos (mm) calculado para la concentracion més alta de la grafica de respuesta.

st = Estandar a, b, d o ¢ respectivamente.

X = Promedio de halos de inhibicion (mm)

Figura Ne 30 CALCULO DE “C” Y CORRECCION DE HALOS DE INHIBICION
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Figura Ne 31 GRAFICA DE LINEA DOSIS-RESPUESTA POR DOS PUNTOS (L, H)
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ANEXO 11

LABORATORIO DE CENSALUD
TRABAJO DE GRADUACION
SECCION MICROBIOLOGIA

DETERMINACION DE POTENCIA DE ANTIBIOTICO METODO CILINDRO PLACA RESULTADOS
DE LA CURVA ESTANDAR
ENSAYO No.__D2 - 201] _FECHAANALISIS._©1-07 -1] FECHALECTURA_02 -02 -1l
HORA INICIO DE INCUBACION; __3-0p ) HORA FINAL DE INCUBACION: __12 -20 pm
TOTAL DE HORAS INCUBADAS:___ 2120 h
NOMBRE DE LA MUESTRA: Mveslia ol 10074 St 58 94 LOTE. ET 0§ iHCOOHIE
V= p2- 2041

Dilucién de la Muestra 33
0.0502 9= 30:0 mg ——» 10010 m|

. - 10

1.Cm| _&3_,,;00.0 Fo
Mx | lectura | 1 2 3 4 5 6 7 8 9 | {7 | Mxst
1 St. |liIpSsligs|iv4 |1g2le-2]ie Cli¥ S 129 [16.3]i8.3
Mx [19-0 [igo|le¢ |11 ]|18.3]igolis O|1-6l1e.i (B G
St. llpsligalies|eolirgle: iegllrtis.olie? |
Mx_ a0 [te]ig31esies e 31 [16c 8. 3le 4 92 1
St. ligolleq|lgd|ig2ligolig-4[IpC|l8-1]18 i[8.2 o.f
Mx_[ig2igolmslisolrqliB3118.21i7.901y. 3lie1]” "7
Diametro de halos de muestra corregidos para interpolar en linea dosis respuesta

C+(.\ mx- .\ st)

O] A

2

3

1 | ) S| 2 3
e+(cn) =g 184 (0.2)= 182 [1B.0+(-0.1)=17.9
181z 304 /1)//7'1- 18.2= 3,) .lfj/mL 1.9 2 2.94 ".(_7/’”/

3,04 X10 = 30: 4 mg 3,1 x10= 3.0 ’”j 1 2,94 X10 = 2"1.4/»73 L

Calculo del contenido

Pmx 0.0 5’0.23 Prnx 0.650 jj Pox 0050 lj
30.0 —» i00Y, 20.0 - » 0O/ 30 0 —— 100/,
30.4 — X 2.0 — X 294 — x
¥ = IC‘-l.;":'/,.‘/ x= 103 3'/,‘/ X=ngg i =

Célculos realizados en base a la linea dosis-respuesta de:
00N wna conceslrmcion  mediee de 30 Ugfnl Stonder _ USP
-
d onG  potenaes  de g / €937 g
~ 7 i 7

Observaciones:

Analista: pﬂ(i Aminta IV)m/cJ C”:m«{.x, Fecha: @/ -02 - i/

Figura Ne 32 RECOLECCION DE DIFERENCIAS DE LA MUESTRA VERSUS ESTANDAR,
DETERMINACION DE POTENCIA POR INTERPOLACION.
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ANEXO Ne 13

\NAOOR Ey
o

cCONACYT

[ s s ) [ras s nea R T o ]
CONSEJO  NACIONAL DE ‘ CIENCIA Y TECNOLOGIA

\WBLICA p &
& &

Laboratorlo Nacnonal de Metrologla Legal
- /«/n / //

FeCAaQ QL@

LPaLC CV /(A

Reglstro HIl |

cv-022/10

' .gw(@.“

Se refiere a:

Objeto de la Calibracién: Micropipeta de 0,02 mL a 0,2 mL
(20 uL 2 200 pL)

Marca: BIOHIT
Tipo de Calibracion: Para entregar
Numero de Serie: AS25394
Numero de Identificacion: S/N°
Numero de Inventario: S/N°
Fecha de la medicion: 10/06/14
Esta constituido de: 2 paginas
Destinatario: CENSALUD - MICROBIOLOGIA, UES.

Final 25 Avenida Norte, Universidad de El Salvador,
San Salvador, El Salvador, C. A.

Solicitado por: CENSALUD - MICROBIOLOGIA, UES.

Fecha: 10/06/14

\&/
L/

R P
§ ng. Jo?/t%edrano
S Certif:cado & ub Jefe
% por 2
‘9 CUNACYT S

0Salvad°‘/

172

Ciudad Universitaria, Facultad de Ingenieria y Arquitectura

Figura Ne 37 CERTIFICADO DE CALIBRACION DE MICROPIPETA
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SCONEC T il

e T S ST | T S R
CONSEJO  NACIONAL DE CIENCIA 'Y  TECNOLOGIA cv-022/10

Laboratorio Nacional de Metrologia Legal

// / /’ = 4 %
7 2o fF P i il ol 2 @ 3 i poam e i
e @B PO . ff B LD [ (7= S AL 0 0 LD PP LD IR

El Laboratorio Nacional de Metrologia Legal CERTIFICA: que a solicitud de
CENSALUD - MICROBIOLOGIA, UES, se calibré una Micropipeta de 0,02 mL a
0,2 mL (20 uL a 200 pL) de capacidad con puntas desechables de Polipropileno.

Dicha Micropipeta fue calibrada en las instalaciones del Laboratorio Nacional de
Metrologia Legal.

El procedimiento utilizado fue el Gravimétrico y consistié en determinar la masa de
agua entregada por la micropipeta; para lo cual se humedecié la micropipeta con
una punta desechable cargandola con 0,2 mL (200 uL); luego, se descargb en un
recipiente de recibo y se pesé utilizando la balanza AE 2408S, repitiendo este
procedimiento cinco veces. Obteniéndose los resultados siguientes:

V = (0,200 5 + 0,000 2) mL; (200,507 4 + 0,238 7) uL
a la temperatura de 20°C

La calibracion fue realizada a una temperatura promedio de (21,0+0,5)°C yauna
humedad relativa promedio del 50%.

La trazabilidad esta garantizada por los patrones de masa con certificado N° CM-
001/10 de Enero/10, perteneciente al Laboratorio Nacional de Metrologia Legal de
El Salvador.

La incertidumbre expandida de la lectura del volumen est4 calculada con un nivel
de confianza de aproximadamente el 95% correspondiendo a un factor de
cobertura de k = 2,

El presente certificado solo ampara las mediciones reportadas en el momento y
condiciones en que se realiz6 la calibracion.

San Salvador, 14 de Junio de 2010.

77 0N -
& " Uan, ) G4
Ing-Cfaudia Aléjandrina Estrad 00 orgt%
Metrélogo S . Sul Jefe
1 'S Equips 2
S Certificado <

2/2

Ciudad Universitaria, Facultad de Ingenieria y Arquitectura

Figura Ne 38 (CONTINUACION)
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ADOR £y
o 4

35
CONRACY T

CONSEJO  NACIONAL DE ‘ CIENCIA Y TECNOLOGIA %

Laboratorio Nacional de Metrologia Legal
@mfi/é@w@!@ dae Kmﬁémmiém
Registro:|l| 1 I

cp-002/10

Se refiere a:

Objeto de la Calibracién: Calibrador Universal

Marca: UYUSTOOLS
Numero de Serie: S/N°

Fecha de la medicién: 10/06/18
Esta constituido de: 3 paginas.
Destinatario: CENSALUD. MICROBIOLOGIA

Final 25 av. Norte. Ciudad Universitaria,
San Salvador, El Salvador, C.A.

Solicitado por: CENSALUD. MICROBIOLOGIA

ij ~

Fecha: 10/06/18

:

?ito Hurtado

rdo

\.-\Q“ul de 4/6' Jefe

7S Equipo ”'“oé
S Certificado 2.
e pﬂr —~
2 oS
2, CONACYT §

& SalvadS

1/3
*

Ciudad Universitaria, Facultad de Ingenieria y Arquitectura
Final 25 Avenida Norte, San Salvador, El Salvador, Centro América
Telefax: (503) 2225-2608 « E-mail: labmet@conacyt.gob.sv

Figura Ne 39 CERTIFICADO DE CALIBRACION DE PIE DE REY
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ANEXO Ne 16

coNnmacwT |l

Ea T
TR €0-002/10
CONSEJO NACIONAL DE CIENCIA 'Y  TECNOLOGIA

Laboratorio Nacional de Metrologia Legal
Céwﬂi/aﬁcwa@ ds @aﬁém&ciﬁm

E! Laboratorio Nacional de Metrologia Legal, CERTIFICA: que a solicitud de
CENSALUD. MICROBIOLOGIA, se calibré el calibrador universal siguiente:

Marca: UYUSTOOLS

Rango: 0,00 mm a 150,00 mm
Rango Calibrado: 0,00 mm a 100,00 mm
Divisién de escala: 0,02 mm

Equipo utilizado: Juego de Bloques Patrén de Trasferencia marca Mitutoyo Grado 0,
con N° de serie 9906021 y N° de inventario 510599.

Condiciones ambientales de medicion: Temperatura 18,50 °C
Humedad relativa 50%

Procedimiento: Con el blogue o combinacion correspondiente a cada punto de
calibracién, se procedié a medir con el calibrador cinco lecturas tomando el
promedio de cada punto como la mejor estimacion de la lectura del conjunto de
mediciones para cada punto.

Los resultados obtenidos fueron:

INDICACION CORRECCION
mm mm
0,00 0,00
1,04 0,00
1,80 0,00
10,00 0,00
50,00 0,00
60,00 0,00
75,00 0,00
99,99 0,01

La correccién debe sumarse a la indicacién para obtener la lectura corregida.

2/3

: Ciudad Upiversitan‘a, Facultad de Ingenieria y Arquitectura
Final 25 Avenida Norte, San Salvador, El Salvador, Centro América
Telefax: (503) 2225-2608 + E-mail: labmet@conacyt.gob.sv

Figura Ne 40 (CONTINUACION)
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//'u

coNnmc T (i

P e s ]
CONSEJO  NACIONAL  DE CIENCIA Y  TECNOLOGIA cp-002/10

Laboratorio Nacional de Metrologia Legal
Céwl‘i/z&c«wx&[@ ds @m: ibracidn

con un factor de cobertura de K=2.

(CENAM) de MEXICO.

condiciones en que se realizé la calibracién.

San Salvador, 18 de Junio de 2010

60“0' de

S Equi
quipo._%
Certificalls 2
‘éb

%

o

Jorgeg/A. Medra
etrélogo

pr o
CONACYT &
& satyadSs

N

*

Ciudad Universitaria, Facultad de Ingenieria y Arquitectura
Final 25 Avenida Norte, San Salvador, El Salvador, Centro América
Telefax: (503) 2225-2608 * E-mail: labmet@conacyt.gob.sv

La incertidumbre expandida de la lectura del calibrador es: 15 um para el rango
de 0 mm 100 mm. Calculada con un nivel de confianza de aproximadamente el 95%

La cadena de trazabilidad estad garantizada por el patrén transferencia con
certificado N° CNM-CC-740-089/2007 del CENTRO NACIONAL DE METROLOGIA

El presente certificado solo ampara a las mediciones reportadas en el momento y

3/3

Figura Ne 41 (CONTINUACION)
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JADOR Ey
o

L
CON

&
RCWYWT .l
CONSEJO NACIONAL  DE ‘ CEENCIA Y TECNOLOGA = v

/’ / //
[ /kl%jXG Qj W

Laboratorlo Nacional de Metmlogla Legal
LWL L;(Q Ve

i

& ﬂdgfhx
TVv-026/10

Reglstro

Se refiere a:

Objeto de la Calibracion: Termémetro de liquido en vidrio a columna de
Mercurio.

Marca: NAHITA

Fecha de la medicion: 10/06/15
Esta constituido de: 2 paginas.
Destinatario: CENSALUD, MICROBIOLOGIA

Final 25 Avenida Norte, Ciudad Universitaria,
San Salvador, El Salvador, C.A.

Solicitado por: CENSALUD, MICROBIOLOGIA

Fecha: 10/06/15

doﬁélﬁnado
Jefe J

12

= =y PRI o P

Ciudad Universitaria, Facultad de Ingenieria y Arquitectura

Figura Ne 42 CERTIFICADO DE CALIBRACION DE TERMOMETRO.
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ANEXO Ne 19

e cABLE |

CIENCIA Y  TECNOLOGIA TV-026/10

Laboratorio Nacional de Metrologia Legal

ticado de C alibracitn

El Laboratorio Naclonal de Metrologia Legal CERTIFICA: que a solicitud de
CENSALUD, MICROBIOLOGIA, se calibr el termémetro de liquido en vidrio a
columna de mercurio siguiente:

Rango: -10°Ca360°C
Rango Calibrado: 32°Ca45°C
Divisién de escala: 1°C

El termémetro fue comparado a inmersion total con el termémetro patrén de
mercurio en vidrio ASTM 64C, con numeros de inventario 23.004 del LNML. Las
condiciones de temperatura de prueba corresponden a las solicitadas por el cliente
y fueron generadas usando un bafio termostatico de glicol.

Los resultados obtenidos fueron:

INDICACION ° C [ CORRECCION ° C
32 05
35 01
45 0,3

La correccion debe sumarse a la lectura para obtener la temperatura corregida. La
escala de temperatura utilizada es la EIT 90.

La incertidumbre expandida de la lectura del termémetro es: + 0,3 °C para el rango
de 32°C a 45 °C. Calculada con un nivel de confianza de aproximadamente el 95%
con un factor de cobertura K=2, tomando en cuenta la contribucién de la cadena
termomeétrica del laboratorio.

La cadena de trazabilidad estd garantizada por el patrén de Transferencia con
certificado N° TV-005/09, con referencia al patrén primario PT 100 con certificado
N° CNM-CC-420-159/2008 del CENTRO NACIONAL DE METROLOGIA (CENAM),
de MEXICO.

El presente certificado solo ampara a las mediciones reportadas en el momento y
condiciones en que se realizé la calibracion.

San Salvador, 15 de Junio de 2010 o oron [

dga/rao Blito Hurtado

Jefe )

2/2

Figura Ne 43 (CONTINUACION)
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ANEXO Ne 20

/
CONRACY T

et o Sdecsang se
CONSEJO  NACIONAL DE ‘ CIENCIA Y  TECNOLOGIA

NADOR Ey
4 4

A
2%

v

%,
¥UNgs o

Laboratorlo Nacmnal de Metrologla Legal
iz ) / D P 9‘;../":

11

cB-037/10

,—/411; &

Reglstro

Se refiere a:

Objeto de la Calibracion: Balanza Electrénica

Marca: COBOS
Modelo: AY 220
Numero de Serie: D439700065
Numero de Inventario: 12050 — 0204 — 106 - 0037
Fecha de la medicion: 2010/06/15
Esta constituido de: 4 paginas
Destinatario: LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA

Final 25 Avenida Norte. Ciudad Universitaria, San
Salvador, El Salvador, C.A.

Solicitado por: Laboratorio de Microbiologia/CENSALUD
Fecha: 2010/06/15

00“0' de%

¥ Equipo

Certificado
por

CUNACYT

174

\’Q\QNOYOI/O

Ciudad Universitaria, Facultad de Ingenieria yArqualectura

Diool DL A coida Mocio C‘VC‘IA CIC‘I’I f\l Ao

Figura Ne 44 CERTIFICADO DE CALIBRACION DE BALANZA ANALITICA
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ANEXO Ne 21

T R R TR
CONSEJO  NACIONAL DE

i |

cCB-037/710

CIENCIA Y  TECNOLOGIA

Laboratorio Nacional de Metrologla Legal

/<,

._,a? ‘V\,.—v wam M \__/QZ—«..«MJJ"@(S'J@AL

El Laboratorio Nacional de Metrologia Legal CERTIFICA: que a solicitud del
LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA/CENSALUD, se calibré la balanza siguiente:

Marca: COBOS
Modelo:  AY 220
N° de Serie: D439700065
N° de Inventario: 12050 — 0204 — 106 — 00372
Maxima capacidad: 220 g
Minima division:  0,0001 g

La balanza fue calibrada en su lugar de trabajo y procediendo con base en la
recomendacion internacional R 76-1 de la Organizacion Internacional de Metrologia Legal
OIML, se obtuvieron los resultados siguientes:

Prueba de Linealidad o Exactitud: Consiste en determinar los errores de la balanza en
todo su rango de trabajo.

Las ecuaciones Ec.1 y Ec.2 son ecuaciones de quinto grado por medio de una regresion
lineal que describen el comportamiento de la balanza en el rango calibrado. Las
ecuaciones son:

CL=ap+al +a,L% +a;L% +a,L* + ag®

(Ec.1)
UL = bg + byl + bL? + bsL> + beL* + bsl®

(Ec.2)

Donde
a) L:carga nominal.
b) ay, ay, &, a3, as y as: son los coeficientes de ajuste de la ecuacion para obtener la
correccion de la balanza en la carga L.
c) by, by, by, b3, by y bs: son los coeficientes de ajuste de la ecuacién para obtener la
incertidumbre (k = 2) para la carga L.

Coeficientes de ajuste para la prueba de linealidad

Coeficientes de ajuste
Correccién Incertidumbre (k = 2)

-0.000015702021

i%o -0.000091753768 | by | 0.000058785843
,

-0.000017155927

-0.001649104862 |

0.011046533265

| 0.000269956846

-0.000997782647

| -0.022265413493

0.001386453937

0.013144354474

-0.000641732732

Ciudad Universitaria, Facultad de Ingenieria y Arquitectura

2/4

Figura Ne 45 (CONTINUACION)
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CONRGY ™

CONSEJO  NACIONAL  DE CIENCIA Y  TECNOLOGIA €B-037/10

Laboratorlo Nacwnal de Metrologia Legal

L Zﬁ(w (a,@ L._, oA ,\-.pz)‘(xu- T '(wﬂu

Comportamiento grafico de la balanza

Gréfico de la linealidad de la balanza
=== Valor corregido I Valor de incertidumbre

0.00030

0.00020

0.00010

Rango Calibrado (Carga nomlnnl) ®

Cacgas de Prueba (g)

cenm@ﬁpact@r e realizada a una temperatura de (25,0 + 0,5) °C y a una humedad
pﬂﬁtlva prompedip del 64%.

03 fueron obtenidos utilizando el juego de patrones de masa F1 con nimero
2.001.

de inventalig
alyad®

LA cad

€na de trazabilidad esta garantizada por los patrones trabajo con certificado N°
CM-005/10 de Enero/10 del LNML, trazados a los patrones de referencia con certificados
N° CNM-CC-730-100/2008, CNM-CC-730-101/2008 y CNM-CC-730-102/2008 de
Junio/08 del Centro Nacional de Metrologia de México (CENAM).

Las incertidumbres combinadas fueron calculadas tomando en cuenta las contribuciones
de los patrones del laboratorio y de la resolucion de la balanza.

Las incertidumbres expandidas estan calculadas usando un factor de cobertura k= 2, el
cual corresponde a un nivel de confianza de aproximadamente el 95%.

3/4

Ciudad Universitaria, Facultad de Ingenieria y Arquitectura

Figura Ne 46 (CONTINUACION)
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ANEXO Ne 23

CONAGCYT

e Il
CONSEJO  NACIONAL  DE CIENCIA Y  TECNOLOGIA c8-037/10

Laboratorio Nacional de Metrologla Legal

(4(;(..4/ ”'./3 ‘Jq‘.ui".}"’:&:" .ufu

.’(‘h’v1

El presente certificado solo ampara las mediciones reportadas en el momento y las
condiciones en que se realizo la calibracion.

San Salvador, 15 de Junio de 2010.

Ing. Carlos Rafael Artiga
Técnico Metrélogo

dgé 3fito Hurtado
Jefe

4/4

Ciudad Universitaria, Facultad de Ingenieria y Arquitectura
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UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR
/ LABORATORIO DE QUIMICA Y FARMACIA
7 4 TRABAJO DE GRADUACION
- SECCION MICROBIOLOGIA

CALIBRACION DE CILINDROS DE ACERO INOXIDABLE
- ’
Registrador Zoic\ Ommmba Mevloy Aleman

Cantidad de cilindros a calibrar 234 (i2i)

V.B MSc. Norma Esthela Molina Velazquez

Especificaciones:
Diametro interno  6mm
Diametro externo  8mm
Largo 10mm
Fecha de calibracion 15 - Jelio de 2010 (ENSBLUD
Ne | Diametro Diametro Largo Ne | Diametro Diametro Largo
interno externo interno externo
1 (.00 o, 10.0 28| (-6 T.C 0.0 ~
2 .0 8.0 00 26 | @06 €.0 0.0
3 (.0 8.0 0.0 30 | ©.0 8.6 (0.0
4 6.0 2.0 10.0 31 ©. 0 8.0 (0.0
5 €.0 8.0 0.0 32 @0 .0 10.0
G ©.0 ¢.0 0.0 33| &-0 2.0 10.0
7 ©-0 g0 0.0 34| ©.0 Y0 0.0
o) .0 §.0 10 -0 3¢ -0 $.0 10-0
q 5.9 8.0 9.9%| | 2¢ @ 0 S$C | 19-9%
i0 Y £.0 10.0 21| ©-© g0 (0.0
i" [} 2.0 0.0 | ©0 g0 00
12 ) R.0 (0.0 349 ©.0 £o 10.0
13 6 -0 $.0 i0.0 A0 6.0 ¢.0 10.0
14 @.0 3.0 (0.0 Al ©.0 .0 10.0
5 6.0 §-0 (0.6 4 6.0 3.0 j0.0
1L £.o .06 0.0 43 -0 §.0 (0.0
7] &-© 5.0 (0.0 43 6.0 5.0 {00
§d .o .o 10.0| (4| e.0 §0 (0.0
14 GO ¥.© (0. 40 | ¢.0 §0 10.0
20 5.a¢ 3o 0.0 |4 ©-0 §0 10.0
21 -0 $ o 0.0 48 | @0 £.0 0.6
22 ©.0 8.0 10.0 44 ©-0 £.0 lo.O
23 L0 8.0 0.0 50| o | %.49%| 10.0
24 -0 $-0 10-0 52| .6 2.0 0.0
25 .0 5.0 10-0 52| ©.O €0 10.6
2 ©.0 .0 .o 53| @0 80 10.0
23 ©.0 {0 10.0 4| 5. %| ¥.0 10.0
i g I
/4/514(4' /

Figura Ne 48 HOJA DE CALIBRACION DE CILINDROS
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UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR
LABORATORIO DE QUIMICA Y FARMACIA
TRABAJO DE GRADUACION
SECCION MICROBIOLOGIA

Registrador ‘P(’SQ am(/l'l'a Me{,cs Q|€-’“ﬂ(‘/lvu

CALIBRACION DE CILINDROS DE ACERO INOXIDABLE

Cantidad de cilindros a calibrar 234 (121)

Especificaciones:
Diametro interno  6mm
Diametro externo  8mm

Largo 10mm
Fecha de calibracion 15 - Jelo - 2010 CENSALUD .
Ne | Diametro Diametro Largo Ne | Diametro Diametro Largo
interno externo interno externo
09| 6.1 % .6 10. ¢
10| b.O ¥ o (C.O
Kl 6-0 8.0 C.e
H2 | 66 g.0 Lo.C
i3 @0 8.0 12-C
14 .0 3.0 (0.0
Hg ¢.0 8.0 [¢.0
W | @0 £.0 (0. ©
i} .0 2.0 10.0
e 6.0 £.0 (X&)
ug | o 8.0 /0.0
120/ ©.0 £ 0 £0.0
21 | -0 8.0 /10¢

V.B MSc. Norma Esthela Molina Veldzquez Z ;/:E%

132
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UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR
LABORATORIO DE QUIMICA Y FARMACIA
< 4 TRABAJO DE GRADUACION
— SECCION MICROBIOLOGIA

CALIBRACION DE CILINDROS DE ACERO INOXIDABLE
Registrador 'p,osa amfv\ld MMIM al(/YﬂMz

Cantidad de cilindros a calibrar __ X34 | 1328)

Especificaciones:

Diametro interno 6mm

Diametro externo 8mm

Largo 10mm
Fecha de calibracion __ 1 ~ Julio _de 2010 M'crbbw’f;{:a.
Ne | Diametro | Diédmetro Largo Ne | Diametro Diametro Largo

interno externo interno externo

i ¢.0 8-0 10.0 28| 66 %. 10.0
2 | ¢g.0 ¢.6 0.0 29 | 6.6 €.0 10-O
3 | g0 Y0 10.6 30| 4o $.0 10-0
4 ¢ 0 §.0 10.0 2] 60 $.0 10.0
& | L0 ¢ 0 10.0 22 | £0 4.0 i0.0
¢ | ¢.0 £.0 10.0 33 | @o g.0 00
? ¢.0 5.0 10.-© 39 | 0o %.0 LO.O
¥ | ¢.0 g0 10.0 35| 00 €.0 10.6
9 | po .0 /0.0 2| 6.0 €.0 10.0
1w | p.0 §.0 /0.0 3> | 0O $.0 10.0
i 6.0 8.0 0.0 3| bo ¢.0 10.0
12 -0 &.0 10.0 29 b0 ¢.0 10.0
13 | ¢.0 & 10.0 40 | b.O %.0 (0.0
¢ | g0 ¢.0 10.0 41 | 60O %.0 10.0
1S 6.0 g0 10.0 42 © O 2.0 10.0
16| 4.0 3.0 (0.0 43 | 60 §.0 0.0
7 | (.0 g0 /0.0 % | 0.0 3.9 | .0
g | ¢.0 ¥.0 10.0 4 | 6.0 2.0 0.0
i7 | ¢.0 50 0.0 44 | .0 §.0 10.0
20 | (.0 O (0.0 47 e g.0 10.0
21 | .0 3.0 /0.0 4| co <0 10.0
22 | 4.0 8.0 0.0 49| 60 §.0 10.0
23 | (.0 £.0 10.0 So | 6.6 £.0 (0.0
24 0.0 0.0 10.0 Y ©.0 3.0 (0.6
2 | GO 8.0 /0.0 s2 £5 §-0 (0.6
2¢ | (0 g0 (00 53 | 0O €0 (0.0
2?2 | .0 ¥.0 10.0 S¢| @O §.0 10.0

]
V.B MSc. Norma Esthela Molina Veldzquez j//a.//é(—e 0C”é >

Figura Ne 50 (CONTINUACION)
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UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR
LABORATORIO DE QUIMICA Y FARMACIA
o 4 TRABAJO DE GRADUACION
= SECCION MICROBIOLOGIA

CALIBRACION DE CILINDROS DE ACERO INOXIDABLE

Registrador Rosq amin#a Me- /w a/mai/u

Cantidad de cilindros a calibrar__ 234 (138 )

Especificaciones:
Diametro interno  6mm
Diametro externo  8mm
Largo 10mm
Fecha de calibracién /b - Julio - 2010 . M:croblo/ojna,
Ne | Diametro Diametro Largo Ne | Diametro Diametro Largo
interno externo interno externo
5¢ | G.O 9.0 (0o £2 ) <0 (0.6
S¢ | - O .0 0.6 3| po £.0 0.0
£ 1 L0 g.0 1.0 §4 | ¢.0 €0 0.0
S8 6.0 g0 19.0 1 C| .0 €0 (0.0
9] ¢.0 8.0 0.0 ¥ | @0 g.0 (0.0
Lo | ¢.0 8.0 10.0 §3 | ©.O €0 t0.0
bl 6.0 Lo 0.6 8¢ | ©-O £.0 100
62| eo g0 0.0 ¥7 0.0 £.0 10.0
¢3 | .0 ¥.0 0.0 90 ©.6 £.0 0.0
¢4 | @O {0 lo.0 9 | .o €O 100
s | Lo ¢ 0 10.0 92 | @0 g.0 10.0
¢¢ | O ¥.0 10.0 93| &-O g6 /6.0
7 6.0 g.0 _10.0 74 | ©.© ‘o) 10.0
¢d | (O §.0 0.0 95 | 6.6 §.0 lo.o
7| 60 £.0 0.0 9 | O 8.0 l0.0
20 [’Xe] 2.0 10.0 97 GO g.0 0.0
7 6.0 §.0 10-6 9% | 0.0 ¢.0 10.0
22 | 0.0 €.0 VOO 99 60 £.0 (06
73 | (.0 £.0 10.0 /e | -© c.o 100
74 | O g.0 10.& 101 | 60O £.0 /0.0
2| 00O 50 10.0 102 | GO ¢o /0 0
72 | bo 5.0 [0.0 /02| 6.0 g0 0.0
2 .0 RO [o.O 0y | 6.0 2.0 0.0
? | ko £0 100 or _¢.6 §.o /00
77 ©.0 B30 2.0 106 &.O g0 /0.0
80| (-0 ¥-0 loo /03| 6O g0 /00
$ | b0 €0 100 08| e.o 8.0 [9.0
V.B MSc. Norma Esthela Molina Veldzquez ] / /Lcu/f

Figura Ne 51 (CONTINUACION)



ANEXO Ne 28
UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR
LABORATORIO DE QUIMICA Y FARMACIA
TRABAJO DE GRADUACION
SECCION MICROBIOLOGIA
CALIBRACION DE CILINDROS DE ACERO INOXIDABLE
Registrador. Kosa Qmintg Mes /C’J Alemano
Cantidad de cilindros a calibrar __ 334 ( 138 )
Especificaciones:
Diametro interno  6mm
Diametro externo  8mm
Largo 10mm
Fecha de calibracion ¢ - Jolio - 2010 M ;crvlam/ajlco
Ne | Diametro Diametro Largo Ne | Diametro Diametro Largo
interno externo interno externo
/09| 60 g-0 0.0 30| G0 §-0 0.0
10 -0 £-0 (0.0 132 @0 g.0 10-0
| 6.0 8.0 /0.0 1381 -0 £.0 10-0
U2 | 2.0 8.0 10.0
13 | .0 g0 0.0
"y 6.0 .0 /0-0
ES A -6 /0.0
¢ | 60 g0 10.0
n2_| -0 g.0 (0.0
ng ¢.0 g.o /0.0
/9 | 6.0 £.0 /0.0
/20| ¢.0 £.0 /0.0
/2 | -O £.0 /0.0
(22| 6o X0 /00
13| 6.0 g0 | Jo.0
124 60 [e] 10.0
2 2% £.0 10¢0
2¢ | ©-© 5.0 0.0
27| 0.0 .o /0.0
2y ¢ £.0 /0.0
/22| .0 £.0 .0
230 | 6-© Y0 /0.0
3/ | bo g0 (0.0
2 | b0 £.0 10-0
/33| .0 80 10.6
/34 .0 2.0 [0-O
/3| .o &0 (0.0
A
V.B MSc. Norma Esthela Molina Veldzquez m

Figura Ne 52 (CONTINUACION)
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ANEXO Ne 29

UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR
i LABORATORIO DE QUIMICA Y FARMACIA
NN/ TRABAJO DE GRADUACION
o SECCION MICROBIOLOGIA
CALIFICACION DE LA INCUBADORA
Marca ? 34’. 'eclq .

observador_ Posa_Ominka Movlos -

Termémetro utilizado _~10 & 1@ 0 “C Rango de temperatura;___ 32 - 35 < C

Dia de inicio del muestreo_ (5 - Yulio - 2010 Dia de finalizacién

REGISTRO DE TEMPERATURAS EN GRADOS CELSIUS

FECHA Mahawav & UN'Ic')arde Maﬂa':laVEL Do“?arde Man:r:\a/ = TRETsz-xrde
15-09-10] B34/ | 24 7| 33 | 3n .| - g
16-03-10| 35 7| 34 “| 34 4 24 -
9-07-t0f 24 | 34 - 34 | 34 .-
20-03-1b| 34 /| 34 7| 24 7| >4 -

2-67-100 33 Y| 34 7| 33 * 34 -
52-09-100 34 | 34 7| 347 34~
23-099-10 34 ,| 3¢ 7| 3¢ /| 3¢+~
- 03-14 34 7 B < 34 7| 34 -~
lg-0p-10| 34 7| 34 7| 341 34 -
8 -01-10] 34 7 | 34 /] 34 1 3¢ -
29 -07 -1 34 / 34 . 34 1 3¢~
20 =03-1d 34 7 34 7| 34 A 347

12-t9-10| 34 - 34 - 34 | 347
13-08-)0| 34 -~ 34 - 34 A4 34 -~
17-08 -)0| 324 / 34 7| 34 - 347
Observaciones: ’Paa_, g e Tl apera — 32 - 35 °C

V.B MSc. Norma Esthela Molina Velm (/Z -

Figura Ne 53 HOJA DE CALIFICACION DE INCUBADORA
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137

Analista

Marca de estufa

UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR
LABORATORIO DE QUIMICA Y FARMACIA
TRABAJO DE GRADUACION
SECCION MICROBIOLOGIA

CENSA LU D

24- BRIy

(,‘((Y\‘.r\"—ﬁ Mé.vv' lC S

%.’t;t”b’tx Sobhlis

CALIFICACION DEL PROCESO DE ESTERILIZACION DE LA ESTUFA

Bioindicador utilizado: Marca:
Fecha de vencimiento: 12— 2C15 Lote: B2G001345
F= b Febero
Fecha del Analisis_()1 , 4] g, (=201 Fecha de lectura del analisis_ 02,09 ,'7- 2ol
No. Analisis DETERMINACION ESPECIFICACION RESULTADO
No debe de presentar
1 Eficiencia del proceso de crecimiento bacteriano c "
oalkoim e
esterilizacion después de 24 horas de T "(
incubacion.
No debe de presentar
2 Eficiencia del proceso de crecimiento bacteriano o :
esterilizacion después de 24 horas de Gl tf e
incubacion.
No debe de presentar
3 Eficiencia del proceso de | crecimiento bacteriano ¢ .
C DM€
esterilizacion después de 24 horas de . ‘f"
incubacién.
Observaciones:

(‘) . < 3 i - /
Analista:__K-01¢t U'”'"La V’.‘; AC“ Alema Firma:

V.B Norma Esthela Molina Velazquez

Figura Ne 54 HOJA DE RESULTADO DE CALIFICACION DE ESTUFA
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UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR
LABORATORIO DE QUIMICA Y FARMACIA
TRABAJO DE GRADUACION
SECCION MICROBIOLOGIA

CALIFICACION DEL PROCESO DE ESTERILIZACION DE AUTOCLAVE

Marca de autoclave
Iz('. ia

Analista

CENSALVD

Fecha de vencimiento:

(;l]ll‘l .u‘| |ﬂ N‘y !’l(_ l
Bioindicador utilizado:_ A Hm‘ Stearo '“v‘.-’./'li’}"- N‘a Marca: Tl
ou- 3014 Lote: Y YOO\ B4 e¥
Feb o

Fecha del Analisis !, 06 ¢ -2011

L Febem
Fecha de lectura del andlisis _C 2, C§ , 1& 2|11

No. Analisis DETERMINACION ESPECIFICACION RESULTADO
No debe de presentar
1 Eficiencia del proceso de crecimiento bacteriano
esterilizacion después de 24 horas de Co ')l'f (M€
incubacion.
No debe de presentar
2 Eficiencia del proceso de crecimiento bacteriano B A
esterilizacion después de 24 horas de w0 fv""e
incubacion.
No debe de presentar
3 Eficiencia del proceso de | crecimiento bacteriano Con tor me
esterilizacion después de 24 horas de
incubacién.
Observaciones:
| | i ) Jﬁ
Analista: QL' Ja (l'H ul "Q MC/' l Al Cl l(’:""‘[‘v v Firma: @\/

V.B Norma Esthela Molina Veldzquez

Figura Ne 55 HOJA DE RESULTADO DE CALIFICACION DE AUTOCLAVE
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Nombre del medio de cultivo:Axhbiohco N ]

UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR
LABORATORIO DE QUIMICA Y FARMACIA
TRABAJO DE GRADUACION
SECCION MICROBIOLOGIA

CONTROL DE MEDIO DE CULTIVO

Modio'dé:riteraricia. 2viee Wbl 4

Fecha de obtencién de la suspension :_iq -7 -/O
Fecha inicio del ensayo:

Marca del medio de cultivo:__ HI M DA Marca del medio referencia;__< %0 (D

Lote: 4004 Lote: S 44699

Fecha de produccion;___— = — Fecha de produccion;__— ©—

Fecha de vencimiento:_)olic 2013 Fecha de vencimiento.__ 02 -Z012
Microorganismo de prueba:_s{ €k cm s Microorganismo de prueba:_st. Epdermidis

Temperatura de incubacion,

19-03-10

Solucién madre de Microorganismo de Prueba
0.2 (59.4)

32 35°C (33°C)

Fecha finalizacién del ensayo;_ 23 -0 - 10

Porcentaje = 4

1
V.B MSc. Norma Esthela Molina Veldzquez - //Z/&«%

Absorbancia
Placa#1 Placa # 2
DILUCION UFC/ml UFC/mi Total de UFC/ml
1x10° 204 221 212.5 VEC/
1x107 3| 23 29, Q-V%C
1x10” A 4 5  o¥e
1x10° = = &=
1x10™ = — o
-3
Dilucién con aproximadamente 100 UFC/ml| 'O
Placa #1 Placa # 2
DILUCION UEC/mI UFC/ml Total de UFC/ml g
10~ 28 2p 23 U¥c, ~ |Y-283€
(ot 31 30 20.5 UFC |~ 290k,
c - UFC/ml medio de referencia _ 29 UFC/mle.A
i UFC/ml medio aensayar 29 UFC/mlo.1

Figura Ne 56 HOJA DE RESULTADO DE CONTROL DE MEDIO DE CULTIVO
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ANEXO Ne 33

Ciudad universitaria 13 de junio de 2011

LIC. ELISEO ERNESTO AYALA MEJIA
COORDINADOR DE LA ASIGNATURA
CONTROL DE CALIDAD DE MEDICAMENTOS HUMANOS Y VETERINARIOS |

UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR

Estimado Licenciado

Reciba un cordial saludo esperando que sus proyectos profesionales y
personales se desarrollen con éxito.

En esta oportunidad me dirijo a usted para hacerle la entrega de un
material didactico, que tiene como objetivo facilitar informacién teérica-practica
a los estudiantes de quinto afio de la Facultad de Quimica y Farmacia, de la
Universidad de El Salvador, en el desarrollo del ensayo de potencia.

El cual fue desarrollado a partir de los conocimientos adquiridos y
ensayos realizados en el desarrollo de mi tesis denominada
“IMPLEMENTACION DE PARAMETROS DE DESEMPENO PARA EL
ENSAYO DE POTENCIA PARA GENTAMICINA SULFATO SOLUCION
INYECTABLE POR EL METODO CILINDRO PLACA".

Esperando que este material sea de ayuda en el desarrollo de la clase
de potencia de esta asignatura, me despido cordialmente.

Atentamente,
%éo)&-afo-
Br. Rosa Aminta os Aleman i €= Hl

Figura Ne 57 HOJA DE ENTREGA DE MATERIAL DIDACTICO
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ANEXO Ne 34

Ciudad universitaria 13 de junio de 2011

LICDA. NORMA ESTHELA MOLINA VELAZQUEZ
COORDINADORA DE LA ASIGNATURA
MICROBIOLOGIA APLICADA I

UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR

Estimada Licenciada

Reciba un cordial saludo esperando que sus proyectos profesionales y
personales se desarrollen con éxito.

En esta oportunidad me dirijo a usted para hacerle la entrega de un
material didactico, que tiene como objetivo facilitar informacién teérica-practica
a los estudiantes de quinto afio de la Facultad de Quimica y Farmacia, de la
Universidad de El Salvador, en el desarrollo del ensayo de potencia.

El cual fue desarrollado a partir de los conocimientos adquiridos y
ensayos realizados en el desarrollo de mi tesis denominada
“IMPLEMENTACION DE PARAMETROS DE DESEMPENO PARA EL
ENSAYO DE POTENCIA PARA GENTAMICINA SULFATO SOLUCION
INYECTABLE POR EL METODO CILINDRO PLACA".

Esperando que este material sea de ayuda en el desarrollo de la clase
de potencia de esta asignatura, me despido cordialmente.

IB/OG///
T

Atentamente,

Br. Rosa Aminfa 0s Aleman

Figura Ne 58 HOJA DE ENTREGA DE MATERIAL DIDACTICO



