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RESUMEN

Se resdlizd el desarrollo y validacion del método analitico para la
cuantificacién de Amikacina, para ser utilizado en el control de calidad de
productos farmacéuticos (ampollas) con este principio activo. En el presente
trabajo se describié y desarrolié el proceso de validacién por valoracion
microbioldgica de antibidticos en cilindro —placa (difusién en agar), para la
determinacién de amikacina. Los pardmetros analiticos fueron especificidad,
linealidad, exactitud y precisién expresadas en sus dos formas: repetibilidad y
precision intermedia.

Durante el desarrollo de la técnica se obtuvieron datos que cumplen con
especificaciones de la USP 32, hallando la cantidad de suspension de
microorganismo: 1mL/100mL de medio, con una concentracién %Transmitancia
de 70+/- 10, a una longitud de onda de 600nm, para obtener halos de inhibicion
que se encuentren entre 12-16mm de didametro, para realizar las valoraciones.

Se demostré mediante disefio experimental, con la evaluacién estadistica
de los resultados experimentales y teniendo como base los criterios de
aceptacion permitidos, que el método analitico es especifico al no encontrar halo
de inhibicién en el diluyente y placebo; lineal obteniendo un coeficiente de
correlacion mayor a 0.95 y cumpliendo el analisis estadistico para la pendiente,
ordenada y variabilidad de factores, en un rango de 64-156%; exacto obteniendo
un porcentaje de recuperaciéon, 100.65, 100.13, 99.72% en los tres analisis
realizados, en un rango de 100 -150%, cumpliendo el analisis estadistico
propuesto; preciso al hallar el coeficiente de variacion menor a 5%, en sus dos
expresiones (Repetibilidad CV=127 y 104% para cada analista, precision
intermedia CV= 0,98%).

De esta manera los estudios realizados establecen las caracteristicas de
desempefio analitico que cumple con los requisitos para la aplicacion analitica
propuesta siendo confiable para su utilizacion en el control de calidad.



I. INTRODUCCION

La misién de la Industria Farmacéutica es producir medicamentos de calidad de
total garantia exigiendo una mejora a diario en el desarrollo de sus técnicas
surgiendo asi el concepto de Validacion de Métodos Analiticos, cuya finalidad es
demostrar la calidad de los procesos de desarrollo industriales y analiticos de
sus productos.

El Laboratorio de Control de Calidad, es el ente encargado de comprobar y
garantizar que los medicamentos, material médico-quirirgico, alimentos, etc.,
sean fabricado de acuerdo a las especificaciones de identidad pureza, potencia,
actividad terapéutica, seguridad, estabilidad y demas caracteristicas establecidas
por las normas internaéionales estandarizadas, para lo cual deben de cumplir
diversas exigencias establecidas por la diferentes organizaciones como las ISO
(17025), Organizacién Mundial de la Salud (OMS).

La validacién es parte integral de las Buenas Practicas de Manufactura (BPM) y
las Buenas Practicas de Laboratorio (BPL) asegurando la fabricacién de
productos en forma uniforme, controlada y de calidad.

En la actualidad los Laboratorios de Control de Calidad deben de cumplir con las
exigencias de mercado en cuanto a los reportes de conformidad de los diferentes

productos analizados. La validacién de Técnicas Analiticas es un factor muy



importante para garantizar la homogeneidad y confiabilidad de los resultados
obtenidos.
La validacién de Métodos Microbioldgicos, en la actualidad, esta siendo muy
impulsada, ya que con el tiempo se esta contando con mejor tecnologia aunque
su complejidad hace dificil la determinacién de sus parametros.
La USP-32 describe el analisis cuantitativo del principio activo Amikacina,
utilizando una técnica por Cromatografia Liquida de Alta Presion con un detector
de arreglo de diodos, con la cual no se cuenta en laboratorio, y un segundo
método microbiolégico “Potencia Antibidtica-Turbidimétrica” cuya estandarizacion
es muy dificil y poco confiable, por las razones descritas se tiene la necesidad de
desarrollar un método alternativo para dicho analisis en el laboratorio.
El objetivo de la Validacion es establecer una evidencia documentada que
garantice la reproducibilidad de los resultados a través del tiempo con un método
analitico confiable, homogéneo y practico, tomando en cuenta parametros
recomendados por la Asociacion Espanola de Farmacéuticos en la Industria
(AEFI).
Para proporcionar evidencia de la eficacia del andlisis de cuantificacién, se
planteé los siguientes objetivos:
Objetivo General:

e Desarrollar y Validar la técnica analitica por el Método Cilindro-Placa para

la cuantificacion de Amikacina en inyectable.

Objetivos Especificos:

¢ Determinar la concentracion de suspension a agregar.

o Detemminar la cantidad de suspension a agregar.

s Determinar la concentracion del estandar.



Determinar la especificidad de la técnica analitica para la cuantificacién
por el Método Cilindro-Placa de Amikacina en inyectable.

Determinar la linealidad de la técnica analitica para la cuantificacién por
el Método Cilindro-Placa de Amikacina en inyectable.

Determinar la exactitud de la técnica analitica para la cuantificaciéon por el
Método Cilindro-Placa de Amikacina en inyectable.

Determinar la precisién de la técnica analitica para la cuantificaciéon por el

Método Cilindro-Placa de Amikacina en inyectable.



I.  MARCO TEORICO
2.1. ANTECEDENTES
Garcia (2001), en su tesis doctoral de: Optimizacion, validacion y modelizacion
de un proceso de fabricacién de comprimidos, plantea el estudio de la filosofia
de la validaciéon farmacéutica, las diferentes metodologias y aplicaciones hasta el
momento, desarrollo farmacotécnico (optimizacion del proceso— cualificacion del
proceso), validacion prospectiva y retrospectiva; donde sefiala que la validacion
es aplicable a procesos, sistemas y métodos, estableciendo evidencia
documentada de que un proceso o producto esta dentro de las especificaciones
predeterminadas.
La Fammacopea Britanica (2000), en el Apéndice de Ensayos Bioldgicos de
Antibiéticos describe e método cilindro placa para la cuantificacion de
Kanamicina, haciendo uso del microorganismo Bacillus subtilis.
Mora (2007), en su trabajo de tesis titulado: Implementacién y desarrollo de la
técnica de Potencia Microbiolégica de antibidticos y su impacto econémico en la
empresa Calox de Costa Rica. S.A,, precisé los pasos a seguir para el desarrollo
de la técnica analitica para la cuantificaciéon de antibiéticos.
Velandia (2008), en su trabajo titulado: Validacion del Método Analitico para la
cuantificacién de Bacitracina en el Laboratorio de Control de Calidad de una

industria Farmacéutica Veterinaria determind mediante analisis estadistico que el
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método analitico es apropiado para la determinacién del antibiético Bacitracina
por e Método Cilindro -Placa.

Leyva (2009), en su tesis titulada: Desarrollo y validacién de un Método Analitico
para la cuantificacién por H.P.L.C de Clenbuterol clorhidrato en solucién oral-
gotas y analisis comparativo de productos comercializados en el Per, precisé
los parametros necesarios para garantizar la optimizacién del método analitico.
Prado (2008), en su tesis: Desarrolio y Validacién de la Técnica Analitica por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (HP.L.C.) para la Determinacién de
contenido de Ciprofloxacino 3 mg/mL y Dexametasona 1mg/mL, en Suspension

Oftalmica senala las caracteristicas de desarrollo de un método analitico.

2.2, CALIDAD
Segln la Organizacién de Estandarizacion (ISO), el concepto de calidad se
refiere a la totalidad de las caracteristicas de una entidad que le confiere la
aptitud para satisfacer las necesidades explicitas e implicitas de los
consumidores o clientes (Compano, 2002).
Es el grado de satisfaccidbn que ofrecen las caracteristicas del producto en
relacion con las exigencias del consumidor al que se destina. Los atributos o
caracteristicas fundamentales de un producto farmacéutico, especialmente en el
caso de una forma famacéutica, Gtil para su consumo por €l individuo enfermo
son las siguientes:

+ [dentidad

e Pureza

¢ Potencia o riqueza

« Eficacia

« Seguridad



» Estabilidad
En términos sencillos es hacer las cosas correctamente en cada proceso,
previniendo errores y hacerlo bien desde la primera vez hasta el final, para la

satisfaccion del cliente (Vila, 1997).

2.3. BUENAS PRACTICAS DE LABORATORIO BPL

Son normas y procedimiento de operacion oficiales consideradas como
requerimientos minimos para promover la calidad e integridad de un producto,
nacen de la necesidad de contar con datos analiticos de confianza y un
seguimiento de todo el proceso. Las BPL pretenden asegurar la calidad de los
datos de los anélisis, ademas facilitar el comportamiento adecuado del estudio,
promueve su exacto y completo reporte de los medios por los cuales se puede
verificar la integridad de los mismos (AEFI, 2001).

Es un conjunto de normas y reglas de procedimientos operacionales y practicas
establecidas y promulgadas por determinados organismos como la Organization
for Economic Coperation and Developement (OCDE), o la Food and Drug
Administration (FDA), y de la Farmacopea de los Estados Unidos (USP), que se
consideran de obligado cumplimiento para asegurar la calidad e integridad de los

datos producidos en determinados tipos de investigacién o estudios.

2.4. GARANTIA DE CALIDAD

Son un conjunto de medidas que se adoptan para asegurar que los productos
farmacéuticos sean de calidad requerida, para el uso al que estan destinados.
“La creacion y aplicacién de un sistema que debe de dar garantia y demuestre
que los métodos y medios empleados en todas las etapas de un andlisis, estudio
o investigacion se han realizado cumpliendo las BPL". Por lo tanto la garantia de

calidad es un sistema que debe garantizar el “como” se han realizado todas las



operaciones técnicas y administrativas alrededor de un anélisis o estudio.

(DIGEMID, 1999), (ISO/IEC 17025, 2005).

2.5. CONTROL DE CALIDAD

Conjunto de procedimientos, técnicas y actividades operativas, destinadas a
medir, confrontar y verificar que un producto cumpla con las caracteristicas y
especificaciones planificadas; con una serie de ensayos, andlisis o medidas que
se redlizan sobre un determinado producto para ver si cumple con la calidad
-especificada (UPCH 2009).

El Laboratorio de Calidad es importante en la industria farmacéutica, porque
controla y garantiza que los medicamentos, material medico quirirgico, etc,;
sean fabricados de acuerdo a las especificaciones de identidad, pureza,
potencia, actividad terapéutica, seguridad, estabilidad y demés caracteristicas;
establecidas por las nomas internacionales, en especial por la Farmacopea de
los Estados Unidos, que es la norma oficial de mayor uso y/o por el propio

laboratorio fabricante (UPCH, 2004).

2.6. DESARROLLO DEL METODO ANALITICO

El desarrollo del Método analitico se da para cumplir las necesidades ya sea de
un laboratorio de control de calidad o un cliente, al no encontrar un Método en
las Literaturas oficiales, es posible adaptar un método ya existente y hacerios
adecuado para una nueva aplicacion (Soso, 2010).

Para desarrollar un Método analitico se debe tener en cuenta aspectos como
costos de inversién, tiempo de anédlisis, etc. El Método analitico tiene que ser
totalmente adaptado para el cumplimiento de los fines u objetivos trazados (ICP,

2007).



2.7. VALORACIONES BIOLOGICAS

Los ensayos biolégicos son herramientas de diagnéstico adecuadas para
determinar el efecto de agentes fisicos y quimicos sobre organismos de prueba
bajo condiciones experimentales especificas y controladas. Estos efectos
pueden ser tanto como de inhibicion y magnificacién, y se evalian por las
reacciones de Ilos microorganismos de prueba (muerte, -crecimiento,
proliferacién, multiplicacion, cambios morfolégicos, fisiologicos o histologicos).
Implican los ensayos cuantitativos de las drogas por métodos bioldgicos al igual

que las aplicaciones de las pruebas biolégicas cualitativas (Rémington, 2000).

2.7.1. VALORACIONES MICROBIOLOGICAS

La actividad de los antibiéticos puede demostrarse por su efecto inhibidor sobre
los microorganismos. La reducciéon de la actividad antimicrobiana también revela
cambios sutiles no comprobables mediante métodos quimicos, en consecuencia,
las valoraciones microbiolégicas o biolégicas siguen siendo por lo general, el
estandar para disipar dudas en cuanto a la posible pérdida de actividad (USP 32,
2009).

La potencia antibiética se estima mediante la comparaciéon de la actividad de un
producto (Problema) y la de una muestra de referencia (patrén) en presencia de

un microorganismo testigo (AEFI, 2001).

2.7.1.1. METODO CILINDRO-PLACA

Basada en la difusiéon del antibiético 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 inhibicién
en tomo al cilindro que contiene una solucién de antibiético (USP 32, 2009)

(Rémington, 2000).



El disefio mas simple para esta prueba es un ensayo con una curva estandar.
Para ello se prepara el patron a cinco concentraciones o dosis (A, B, C, D), que
mantengan entre si una relacion logaritmica, y una solucién de prueba a ensayar
a una concentracion tedrica equivalente a la intermedia del patrén (AEFI, 2001).
La USP 32 (2009), considera que el diametro de los halos de inhibicién de la
curva tiene que encontrarse entre 12-16.

La aptitud del sistema para este método se debe considerar la dimensién de los

cilindros de acero, que deben tener una variacién de 0.1 mm (USP 32, 2009).

2.8. VALIDACION
Establecimiento de evidencia documentada que demuestra con un alto grado de
seguridad, que un proceso especifico entregara, de manera consistente
(reproducible), un producto que cumpla sus especificaciones y atributos de
calidad previamente establecidos (ICH, 2008).
“Validacion es la confirmacién por examinacion y la provision de evidencia
objetiva de que los particulares requisitos para un uso especial previsto son
satisfechos” (ISO/IEC 17025, 2005).
La Asociacion Espariola de Farmacéuticos de la Industria (AEFI) define la
validacién como “la planificacién, ejecucion, verificacion y documentacion de un
plan que asegura que un equipo, procedimiento, proceso, actividad o servicio,
cumple con las especificaciones establecidas previamente y lo hace de forma
reproducible y homogénea a lo largo del tiempo.
En un laboratorio de andlisis se debe considerar la validacion de:

o Métodos de limpieza.

e Procesos de fabricacion.

e Métodos analiticos. (Castro, 1999)



2.8.1. TIPOS DE VALIDACION

A VALIDACION PROSPECTIVA

Se aplica cuando se desarrolla un nuevo método analitico y se lleva a cabo de
acuerdo con un protocolo establecido y planificado. Comprende el estudio de
todos los criterios para demostrar el buen funcionamiento e idoneidad del

método.

B. VALIDACION RETROSPECTIVA
Para métodos repetidamente utilizados y no validados anteriormente y de los

que se tiene documentacién suficiente para la bondad del método.

C.  REVALIDACION
Repeticion parcial o total de una validacién debido a cambios efectuados que
pueden afectar a la bondad del Método Validado (DIGEMID, 1999), (Castro,

1999).

29. CARACTERISTICAS DE UN METODO ANALITICO
Las caracteristicas de un método deben definirse y usarse experimentaimente de
forma que cualquier analista pueda interpretarios correctamente. Se consideran

los siguientes:

A FIABILIDAD

Demuestra la capacidad de un método analitico para mantener a lo largo del
tiempo los criterios fundamentales de validacion.

. Proporcionalidad entre la concentracion del analito y respuesta del
instrumento. Este concepto se relaciona con los parametros de linealidad,

intervalo o rango y sensibilidad.
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. Dispersion de una serie de resultados alrededor del valor medio central.
Concepto relacionado con los parametros de precisién, repetibilidad,
reproducibilidad y robustez.

. Diferencia del valor hallado en el andlisis y el valor verdadero. Concepto
relacionado con los parametros de exactitud y recuperacion.

. Cantidad minima de analito requerido para obtener un resultado
significativo. Concepto relacionado con los parametros de sensibilidad, limite de
deteccién y limite de cuantificacién.

. Capacidad del método para determinar el analito sin interferencias de
impurezas, excipientes u otras sustancias presentes en la muestra. Concepto

relacionado con los parametros de selectividad y especificidad (Castro, 1999).

B. PRACTICABILIDAD

Este parametro se evalla en la fase de desarrollo del método analitico: tiempo,
costo, tamafio de la muestra, calificacion del personal, tipo de equipo e
instrumentacion, precisién exigible, selectividad, condiciones de seguridad entre
ofras (AEFI, 2001).

Los criterios de importancia primordiales de un laboratorio de analisis son: el
tiempo de preparacion de la muestra y de utilizacién de aparatos y el tiempo
global de estos, que van a decidir si el procedimiento analitico es faci o

dificilmente realizable en la practica (Castro, 1999).

C. IDONEIDAD

Es el conjunto de ensayos que permiten comprobar en el momento de utilizacién
del método que el sistema (analista, reactivos e instrumentos) es adecuado para
llevar a cabo la determinacién para la que se ha establecido y validado dicho

método. La comprobacién de la idoneidad forma parte integral del método y debe
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realizarse cada dia al inicio del andlisis (dependiendo de la duracién de este,
sera conveniente realizarlo, a intervalos de tiempo), para comprobar el comrecto

funcionamiento del sistema. (AEFI, 2001).

2.10. VALIDACION DE UN METODO ANALITICO

La validacién de un método analitico es el proceso que establece mediante
estudio en laboratorio, que las caracteristicas de desempeiio del método
cumplen los requisitos para las aplicaciones analiticas previstas (USP 32, 2009).
Las siete tesis basadas en una propuesta de Sucker resumen aspectos
importantes de la validacién de métodos analiticos:

e Validacién es un instrumento de trabajo, entre otros, para el
aseguramiento de la calidad.

¢ La validacién debe estar orientada especificamente al producto y a los
objetivos. La responsabilidad acerca de la naturaleza y la extensién de la
validacién recae en el quimico analitico.

¢ Validacion significa hacer lo necesario, pero evitando exceso. Todos los
parametros criticos del método deben ser validados, pero no aquellos que sean
aleatorios 0 que no sean esenciales.

¢ Lo mejor de iniciar la validacién de un método por el resultado final y
luego retroceder en el desarrollo del anélisis hasta la primera etapa.

¢ La validacién no puede realizarse chequeando los resultados en una lista
de verificacion.

o No existe un andlisis quimico sin error (valor real). En la medida de lo
posible se debe determinar relevancia estadistica y de alli, la incertidumbre de la
medicion.

e En la validaciéon de métodos se debe establecer el tipo y la frecuencia de

los controles a realizar con la finalidad de minimizar los costos generales del
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andlisis, pero manteniendo el necesario aseguramiento de la calidad de los
resultados.

La principal conclusion de estas tesis es que se trata de un conjunto de
procedimientos que debe ser establecido “a medida” (orientada a determinados
objetivos) por un quimico analitico y que debe estar orientado a asegurar
(obtener y demostrar objetivamente) la calidad requerida (acordada) de los

resultados de un andlisis (ICH, 2008).

2.10.1.DATOS REQUERIDOS PARA LA VALIDACION DE UNA
DETERMINACION: (USP 32, 2009)

Las pruebas farmacopeicas varian desde determinaciones analiticas muy

rigurosas hasta valoraciones subjetivas de atributos, por esta amplia variedad se

tiene la necesidad de realizar esquemas de validacion, las categorias de prueba

mas habituales para las que se exige datos de validacion se describen a

continuacion:

o Categoria I: Procedimientos analiticos para la cuantificacion de ios
componentes principales de farmacos a granel o ingredientes activos (incluyendo
conservantes) en productos farmacéuticos terminados.

e Categoria . Procedimientos analiticos para la deteminacion de
impurezas en farmacos a granel o productos de degradacion en productos
farmacéuticos terminados. Estos procedimientos incluyen andlisis cuantitativos y
pruebas de limite.

e Categoria lll: Procedimientos analiticos para la determinaciéon de las
caracteristicas de desempefio (por ejemplo, disolucién, liberacién de farmacos).

o Categoria IV: Pruebas de identificacion.
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Cuadro N° 01: Caracteristicas de Desemperfio Analitico

Caracteristicas de ) Categoria |l ]
. Categoria _ Categoria | Categoria
desemperio | Analisis Pruebas de " N
. Analitico cuantitativo Limite
Exactitud Si Si * * No
Precision Si Si No Si No
Especificidad Si Si Si * Si
Limite de
. No No Si * No
Deteccidn
Limite de
. No Si No * No
Cuantificacion
Linealidad Si Si No * No
Intervalo Si Si * * No
* Pueden requerirse, dependiendo de la naturaleza de la prueba especifica.

Fuente: Farmacopea de los Estados Unidos USP-32/NF-27

2.10.2. CARACTERISTICAS DE DESEMPENO ANALITICO

a) Especificidad - Selectividad: Capacidad de evaluar de manera

inequivoca el analito en presencia de aquellos componentes en la matriz, asi

como también la presencia de productos de degradacién e impurezas (ICH,

2008) (UPCH, 2009) (USP 32, 2009).

b) Linealidad e Intervalo:

e Linealidad: Es la capacidad del método para obtener resuitados

directamente proporcionales o ya sea por medio de una transformacion

mateméatica bien definida, a la concentracion de analito en muestras en un

intervalo dado (ICH, 2008) (USP 32, 2009).

y = bx

+a

Donde x: concentracion; y: respuesta; b: pendiente y a: término independiente.
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e Intervalo: Es la amplitud entre las concentraciones inferior y
superior del analito, en la cual se puede determinar al analito con un nivel
adecuado de precision, exactitud y linealidad (USP 32, 2009).

La linealidad debe establecerse en el intervalo completo del procedimiento
analitico. Se establece iniciaimente mediante examen visual de un grafico de
sefiales como funcién de concentracion de analito del contenido; si existe una
relacion lineal, los resultados de la prueba deben establecerse mediante
métodos estadisticos (ICH, 2008) (UPCH, 2009) (USP 32, 2009).

La 1.C.H. recomienda que para establecer la linealidad se utilicen normalmente

un minimo de cinco concentraciones.

¢) Exactitud: La exactitud es la proximidad de los resultados de la prueba
obtenidos mediante el procedimiento y el valor verdadero.

. Uno de los procedimientos existente para determinar la exactitud
del método de analisis consiste en afiadir cantidades conocidas de analito a tres
alicuotas de esta muestra.

. La exactitud se calcula como el porcentaje de recuperacién de la
cantidad valorada con respecto a la cantidad del analito afiadida a la muestra
(USP 32, 2009).

d) Precision: Es el grado de concordancia entre los resultados de las
pruebas individuales cuando se aplica el procedimiento repetidamente a
multiples muestreos de una muestra homogénea. Es expresada como la
desviacion estandar de una serie de resultados. La precisién abarca también:

e Repetibilidad: estudia la variabilidad del método, efectuando una serie
de anélisis sobre la misma muestra en las mismas condiciones operativas, (por
un mismo analista, mismo instrumento operativo, mismos reactivos) en un mismo

laboratorio y en un periodo de tiempo corto (AEFI, 2001).

15



* Precision Intermedia: estudia la variabilidad del método, efectuando una
serie de analisis sobre la misma muestra, pero en condiciones operativas
diferentes (diferentes analistas, aparatos, dias, entre otros) pero en un mismo
laboratorio. El objeto del estudio de la precision intermedia es determinar la
variabilidad del método efectuando una serie de andlisis sobre una misma
muestra, en un mismo laboratorio, pero en condiciones operativas diferentes

(AEF), 2001).

2.11. AMIKACINA

Es un antibiético de amplio espectro, que ejerce una actividad bactericida, en
muchos microorganismos resistentes a otros antibidticos (Litter, 1992)

Es un derivado semisintético preparado a partir de kanamicina A por acilacién
del grupo 1-amino de la fraccibn desoxiestreptamina con acido 2-hidroxi-4-
aminobutirico (Goodman&Giiman, 2002).

La Amikacina tiene los grupos 3-hidroxil que no es atacada por la mayoria de las
3'-o-fosfotransferasas ni por la mayoria de ofras enzimas inactivadoras, por ello
representa, junto con la pentisomicina y la 1-Namino hidroxi propionil-5-
sisomicina, los amino glucésidos de mayor valor en el tratamiento de
enfermedades que pone en riesgo la vida por Pseudomonas aeruginosa y

Enterobacteriaceas resistentes a otros antibiéticos (Jawetz, 1990).

Hpi

Grafico N° 01: Estructura de la Amikacina
Fuente: MEDCICLOPEDIA, 2009
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Formula Molecular : CH;3NsO44

Peso molecular : 585.603 g/mol

Descripcion : Polvo blanco amorfo

Solubilidad : Totalmente soluble en agua.

Categoria : Antibacteriano de amplio espectro.

Conservacion : En envases impermeables, protegidos de la luz, humedad

y en refrigeracion (The Index Merck, 2001).

2.12. INYECTABLE

Son las soluciones, suspensiones o emulsiones estériles, que contienen uno o
mas farmacos, preparados por disolucién o suspensiéon del principio activo y
otros aditivos, en agua para inyeccién o en un liqguido no acuoso o en una
mezcla de liquidos miscibles entre si, envasados en recipientes adecuados, que
se destinan para ser introducidas al organismo parenteralmente, por diferentes
vias: subcutanea, intradérmica, intramuscular, intravenosa, intrarraquidea,
epidural e intraarticular con el fin de tratar, aliviar, curar, prevenir 6 diagnosticar
los estados patoldgicos del hombre. Estos preparados farmacéuticos se pueden
administrar en pequefios 6 grandes volimenes y en cuaiquiera de los casos, la
forma farmacéutica reviste una gran importancia, para obtener una calidad

adecuada del producto (Rémington, 2000).

2.13. Bacillus subtilis

Son bacilos gram positivo, que se agrupan formando cadenas, son
microorganismos “saprofitos” que prevalecen en el suelo, el aire, el agua y sobre
diversos vegetales (Uriarte, 2003).

Los microorganismos tipicos miden 1 x 3 a 4 um tienen terminaciones

cuadradas. Utilizan fuentes de nitrégeno y de carbono sencillas, las esporas son
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resistentes a los cambios de temperatura, calor seco y diversos desinfectantes
quimicos durante periodos moderados (Madigan, 2004).
El Bacillus subtilis excreta una mezcla compleja llamada subtisilina, que inhibe el

crecimiento de otros microorganismos (Jacques, 1976).

18



. MATERIALES Y METODOS

3.1. LUGAR DE EJECUCION
El presente trabajo se realizb en el Area de Microbiologia, del Servicio de Control
de Calidad de los Laboratorios de Investigacion de la Universidad Peruana

Cayetano Heredia durante los meses de enero - abril del 2010.

3.2. POBLACION
500 Inyectables que contienen Amikacina 500mg/2mL. que se encontraron en €l

mercado farmacéutico del lote 090328.

3.3. MUESTRA
100 unidades del producto terminado de Inyectable de Amikacina de

500mg/2mL.

3.3.1. TECNICA DE MUESTREO

Tipo de muestreo fue no probabilistico; es decir la muestra fue tomada al azar.

3.3.2. UNIDAD MUESTRAL

Inyectable de Amikacina de 500mg/2mL.

3.3.3. UNIDAD EXPERIMENTAL
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Bacillus subtilis ATCC 6633 sub especie espeziizini.

3.3.4. DESCRIPCION DE LA MUESTRA

Aspecto : Solucién acuosa de color cristalino, libre de particulas extrafnas
visibles.
Volumen : 2 mL por cada ampolla.

Composicién: cada ampolla contiene 500 mg / 2 mL.

3.3.5. ESTANDAR DE REFERENCIA
Nombre : Amikacina Sulfato.

Lote : 090301

Proveedor : Corporacion INFARMASA S.A.

Potencia : 665.70 ug/mg Amikacina T/C

3.4. DESARROLLO DE LA TECNICA POR EL METODO DE ANALISIS
CILINDRO-PLACA

3.4.1. PREPARACION DE LAS PLACAS DE VALORACION
Se utilizaron placas de 90 x 20 mm estériles y con la ayuda de una pipeta estéril
se agregd 21 mL de Agar Tripticasa Soja (TSA) que se encontraba a una

temperatura de 45-50°C sobre una superficie plana, se dejo solidificar.

3.4.2. PREPARACION DEL DILUYENTE
Se esteriliz6 agua destilada utilizando la autoclave a una temperatura de 121°C

por 15 minutos, se dejé enfriar.

3.4.2. PREPARACION Y DETERMINACION DE LA CONCENTRACION,
CANTIDAD DE SUSPENSION MICROBIANA, Y CONCENTRACION DEL

ESTANDAR
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. Cultivo Bacteriano: Se repicé la cepa de un cultivo de segunda
generacion a una placa que contenia 15-20 mL de (TSA) solidificado y se incubd
por 18 a 24 horas a una temperatura de 30-35 °C.

. Preparacion de suspension del microorganismo: Se prepard 3 frascos
de 50 mL de Soluciéon Salina Estérii (SSE) y se le adicioné a cada frasco
-colonias de Bacillus subltillis, se agité fuertemente y se dejé decantar, el
sobrenadante se llevd a una Transmitancia de 60, 70 y 80% a una longitud de
onda de 600 nm.

. Cantidad de Suspension de microorganismo para el inéculo: De
cada suspensién del microorganismo se tomé 0.5y 1 mL y se agregé a 100 mL
de TSA que se encontraba a una temperatura de 45°C se agité sin formar
espuma por separado y se utilizé 4 mL para obtener la capa inéculo.

. Determinacion de 1la concentracion del estindar: Se pesd
cuidadosamente una cantidad aproximada de 16 mg de Amikacina Sulfato
estandar, llevandolo a una fiola de 10 mL; se afadié una cantidad de 5 mL de
diluyente se agitd y se enrasé luego se realizé diluciones para obtener

concentraciones de 1, 10, 15 ug/mL.

3.4.3. PREPARACION DE LA CAPA INOCULO
Sobre la capa base se agregé 4 mL del inoculo con movimientos de atras hacia

delante formando una pelicula homogénea de inéculo.

3.4.4. RECEPTACULOS DE VALORACION

Se utilizé cilindros de acero inoxidable con las siguientes caracteristicas:

o Diametro externo : 8 mm.
» Diametro interno 6mm.
e Altura :10mm.
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3.4.5. DISENO DE VALORACION
Se colocd los cilindros y se realizé la valoraciéon agregando 100 uL de los
estandares que se enfrentan con el estandar del punto medio (S3) siguiendo el

siguiente esquema:

| Grafico N° 02: Diagrama de Diselo de Valoracién
Se dio un tiempo de difusion de 1 hora antes de incubar las placas,
Se llevo a incubacion a una temperatura de 36 +/- 2°C por un periodo de 16
horas.
Culminado el periodo de incubacion se realizé las lecturas de los halos de
inhibicion, retirando los cilindros.

Los calculos se realizan por el Método de Disefio de Curva de Valoracion.
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3.5. DISENO METODOLOGICO

3.4.2, ESPECIFICIDAD -~ SELECTIVIDAD

. Preparacién del Estandar

Se peso cuidadosamente una cantidad aproximada de 16 mg de Amikacina
Sulfato esténdar llevandolo a una fiola de 10 mL, se afiadié una cantidad de
diluyente se agitd cuidadosamente, y se enraso con diluyente.

Finaimente se procedi6 a tomar 500 uL y se llevé a una fiola de 50 mL vy se
enras6 con diluyente, para finalmente obtener una concentracién conocida de
aproximadamente 10 ug/mL y se procedié a agitar, se realizé la valoracion por

triplicado.

° Preparacion de la muestra

Se tomo cuidadosamente 5 mL de solucion de inyectable de Amikacina Suifato
llevandola a una fiola de 50 mL, se anadié una cantidad de diluyente se agitd
cuidadosamente, y se enrasé con diluyente.

Se procedi6 a tomar 1 mL y se llevé a una fiola de 25 mL y se enrasd con
diluyente, para luego tomar 1 mL de esta solucién y se llevo a una fiola de 100
mL vy se enrasé con diluyente para finaimente obtener una concentracion

conocida de 10 ug/mL se procedié a agitar, la valoracién se realizé por triplicado.

. Interferencia
Se utilizé el diluyente y se procedié a realizar la valoracion.

» Se sembré 100 uL del estandar, muestra y diluyente.
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Grafico N° 03: Disefio de Valoracion parta la especificidad-selectividad.
3.4.3. LINEALIDAD

A. LINEALIDAD DEL SISTEMA

Para el estudio de la linealidad del sistema se prepar6é una curva de calibracién
con un intervalo de concentracién de 6.4 hasta 15.6 ug/mL que incluyé 8 niveles
de concentraciones diferentes (6.4, 8, 9, 10, 11, 12, 12.5 y 15.6 ug/mL) del
estandar de referencia secundario de Amikacina Sulfato, estos niveles contiene
el intervalo establecido 80, 90, 100, 110, 120 % incluyendo tres puntos extras de
64, 125 y 156%.

Se prepard tres soluciones de estandares madre pesando aproximadamente 16
mg y se coloc en una fiola de 10 mL para cada una, se realizé diluciones para
obtener las concentraciones descritas en el pamrafo anterior.

El andlisis se realizé por triplicado en cada concentracién

B. LINEALIDAD DEL METODO
Para el estudio de la linealidad del método se preparé tres concentraciones de ia
muestra 80, 100, 120 % con una concentracion final de 8, 10, 12 ug/mL

respectivamente.
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Se prepar6 realizando una mezcla de 10 ampollas y tomando 2 mL que se
coloco a una fiola de 100 mL se agregé diuyente, se agito y enrasé con
diluyente, y se realizo diluciones para obtener las concentraciones arriba
mencionadas.

El andlisis se realizé por triplicado en cada concentracion.

3.4.4. EXACTITUD
Para la determinacién de este parametro se utilizé el Método de Adicion de
Patrén o Estandar de Referencia. Para lo cual se utilizé tres muestras diferentes,

realizando una curva.

. Preparacion del estandar: Se peso aproximadamente 16 mg y se colocd
en una fiola de 10 mL , y se realizaron diluciones en una proporciéon de 1:25
obteniendo cinco concentraciones siendo el punto medio el estandar que tuvo

una concentracién de 10 ug/mL

. Solucién de Muestra al 100 %: Esta concentraciéon se preparé tomando
5 mL de muestra y llevandola a una fiola de 50 mL, y se diluy6 hasta obtener una
concentracion de 10 ug/mL, y se procedi6 con la valoracion. Este procedimiento

se realizé por triplicado y se realiz6 tres determinaciones de cada uno.

. Solucién de Muestra al 125 %: Esta concentracion se prepard tomando
5 mL de muestra y llevandola a una fiola de 50 mL, se realizaron dos diluciones
consecutivas: 1/25 y 1/50 a esta dltima dilucion se agregd 2.5 ug de estandar y
se enrasé con diuyente obteniéndose una concentracion final de 12.5 ug/mL.
Este procedimiento se realizé por triplicado y se realizd tres determinaciones de

cada uno.

25



. Solucion de Muestra al 150 %: Esta concentracion se preparé tomando
5 mL de muestra y llevandola a una fiola de 50 mL, se realizaron dos diluciones
consecutivas: 1/25 y 1/50 a esta ultima dilucién se agregd 5 ug de estandar y se
enrasé con diluyente obteniéndose una concentracion final de 15 ug/mL. Este
procedimiento se realizé por triplicado y se realizo tres determinaciones de cada
uno.

Se realiza la valoraciéon siguiendo la Fig. N° 02: Diagrama de valoracién, para

cada concentracion de estandar y muestras.

3.4.5. PRECISION

Para la determinacién de este parametro se evalué:

A. REPETIBILIDAD

Se prepar6 la muestra al 100 % de concentracion.

. Preparacién del estandar: Se pes6 aproximadamente 16 mg y se colocé
en una fiola de 10 mL , y se realizaron diluciones en una proporcién de 1:1.25
obteniendo cinco concentraciones siendo el punto medio el estandar que tuvo

una concentracién de 10 ug/mL

. Solucion de Muestra: Se preparé tomando § ml. de muestra y llevandola
a una fiola de 50 mL, y se diluy6 hasta obtener una concentracién de 10 ug/mL, y
se procedi6 con la valoracion.

Se realiz6 nueve determinaciones.

B. PRECISION INTERMEDIA
Se prepar6 la muestra al 100 % de concentracion por dos analistas diferentes en

dias diferentes.
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. Preparacion del estandar: Se pesé aproximadamente 16 mg y se colocd
en una fiola de 10 mL , y se realizaron diluciones en una proporciéon de 1:1.25
obteniendo cinco concentraciones siendo el punto medio el estandar que tuvo

una concentraciéon de 10 ug/mL

. Solucién de Muestra: Se preparé tomando 5 mL de muestra y levandola
a una fiola de 50 mL, y se diluyd hasta obtener una concentracion de 10 ug/mL, y
se procedid con la valoracién.

Cada analista realiz6 nueve determinaciones en tres dias diferentes

regularmente.

3.6. ANALISIS ESTADISTICO

3.6.1. LINEALIDAD
Para la determinacién de la linealidad se realizé6 el calculo de la recta de
regresion lineal:

Utilizando la ecuacién de la Recta:

[ y=bx+a ]

X : Concentraciéon de analito.
y : Halo de inhibicién.
b : Pendiente de la recta

iy 0

a : Valor del intercepto con el eje “y”".

De donde “b” se obtiene:
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Sy . DXL
b = n
2
S - -
n J
Y “a” se obtiene:
2y - byx

n

Para determinar la linealidad de la técnica se realizd diferentes tratamientos

estadisticos de acuerdo a las exigencias de la bibliografia:

. Anadlisis del coeficiente de correlacion “r”:
El coeficiente de correlacion “r’ refleja el grado de relacidén o ligazén existente
entre las variables X (concentracién) e Y (respuesta). Si es cercano a la unidad

significa que existe una correlaciéon con una probabilidad elevada.

.
! s R

r=

RG]

El coeficiente de determinacion r indica la proporcion de la varianza total de
“Y”.
El test de hip6tesis para el coeficiente de regresion “r™.

H,: res igual a 0 entonces no hay correlacion xe y

H;: r es diferente a 0 hay correlacién entre x e y.
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r |\ (n-2)
J(I-7)

texp =

Criterio de aceptacion: Si el valor de ‘t* experimental es mayor que el “t’ de tabla,
para (n - 2) grados de libertad y un nivel de significancia del 95% ( probabilidad
a = 0.05), entonces existe una correlacion lineal significativa entre X e Y (r#0),

por lo tanto se rechaza la hipétesis nula.

. Andlisis de linealidad de la pendiente “b”:
Se realiz6 el andlisis estadistico de la pendiente con un test de linealidad de la

pendiente utilizando el t Student para demostrar que “b” es diferente de cero:

Se determind primeramente la varianza del error experimental: 57 yx

G = 2V -ady” By
n-2

La varianza de la pendiente: 82 b

2

S yx
)
>x - .

Y los limites de confianza de pendiente se calcularon con:

{b = PR ]

“t de tabla” para G.L (n - 2); a=0.05.
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El test de hipdtesis para la pendiente “b™:
H,; bes igual a 0, entonces la recta es paralela al eje de las abscisas.
H:: b es diferente a 0, entonces la recta no es paralela al eje de las

abscisas.

_ 18l

t =

Criterio de aceptacion: { &xp > ¢ para a =005y (n — 2) grados de

libertad, indicando la que “b” es diferente de cero y rechazando la hipotesis nula

H.

. Anidlisis de linealidad del termino independiente “a“:
Se realiz6 la significacion estadistica de la varianza del termino independiente “a”
utilizando el t de Student para demostrar que “a@” no es significativamente

diferente de cero:

La varianza del intercepto “a” 32 a

il

$a

Y los limites de confianza:

[aittab-sa ]

‘t de tabla” para G.L (n - 2); a=0.05.

Si los limites no incluyen el 0 el método analitico presenta sesgo es decir no
cumple la condicién de proporcionalidad.

El test de hip6tesis para el termino independiente “a™
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H,; a es igual a 0, entonces la recta pasa por el origen de las
coordenadas.
Hy: a es diferente a 0, entonces la recta no pasa por €l origen de las

coordenadas.

_ _la|
Sa

te;qp

Criterio de aceptacion: { ¢p < [ tap para a =005y (n — 2) grados de

libertad, indicando que “a@” no es significativamente diferente de cero y se

acepta la hipotesis nula H,,

o Analisis de la Linealidad de los factores:
En una calibracién lineal los factores ( f ) de respuesta deben ser semejantes
entre si y cercanos al valor de la pendiente, coeficientes de variacién superiores

al 5% indican falta de linealidad.

Donde:
_ Y |
f = X
Desviacion estandar de f = S
Coeficiente de variacién de f = s¢/f

Planteamiento de la Hipotesis:
H.: las varianzas son semejantes
H;. las varianzas son diferentes.
Se utilizé el Test de Cochram para analizar las variaciones entre las varianzas

del factor de linealidad.
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S*max

§% + 8% +....+S%4

Gexp =

G tabla: para a = 0.05; K= niveles; n = repeticiones por cada nivel.
Criterio de aceptacion: G exp < G tabla, se acepta la H, para un nivel de
confianza del 95 %, el factor concentracion no influye en la variabilidad de los

resultados.

3.6.2. EXACTITUD
Para la evaluacion estadistica de la exactitud se trabajé en base al porcentaje de

Recuperacion (%R):

. Anélisis de las Varianzas “s*:
Se utilizé el Test de Cochram para analizar las variaciones entre las variancias

del factor concentracion.

2
S’ max

2 2 2
S+ 8%+ 5%

Gemz

G tabla: para a = 0.05; K= niveles; n = repeticiones por cada nivel.
Criterio de aceptacion. Gexp < G tabla, el factor concentracion no influye en fa

variabilidad de los resultados.

. Anadlisis del porcentaje de Recuperacioén “%R*:
Estadisticamente se determiné mediante la aplicacion del t de Student
H,: existe diferencia entre la recuperacion media y 100

H: no existe diferencia entre la recuperacién media y 100
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I 100-R l v, )

lop =
DSR
Dénde:
R : Porcentaje de recuperacién promedio.
n : Numero de datos o mediciones.
DSR desviacion estandar relativa del total de mediciones.

Criterio de aceptacion: { gxp < @ 4 para o =005y (n — 1) grados de

libertad, se rechaza la hipétesis nula H,

. Determinacion del sesgo o error sistematico:
o _ b
%E = . x 100
Valor de Referencia
Dénde:
b : sesgo b = |100 - %Recuperacion|

Criterio de aceptacion: Inferior al 3%.

3.6.3. PRECISION:

La evaluacién estadistica de la precisién se realizé de la siguiente manera:

. Expresién matemética:
La precision se expresa matematicamente, calculando fa dispersion de los datos
respecto a la media:

Desviacion estandar: s

Desviacion estandar relativa DSR, o coeficiente de Variacion CV
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IV. RESULTADOS
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Cuadro N° 02: Determinacion de la concentracion del estandar, cantidad y
concentracién de suspensién bacteriana. Laboratorio de Control de Calidad-

UPCH. Lima 2010.

mLdeSusp. PRI
uglsrtnL B%;Lse%s‘:'; Bacteriana/1 Halos de inhibicién
0,5 ——— — ——
60
1 —— —— ———
1 70 0.5 — — —
1
0,5 ———— — ——
80 1 — — —
60 0,5 12,00 | 14,50 13,85
1 13,95 | 13,45 15,00
0,5 13,95 | 12,85 14,00
10 70 1 14,10 | 13,85 13,75
80 0,5 15,00 | 14,75 14,15
1 14,75 | 14,10 13,50
60 0,5 15,95 | 16,00 16,15
1 16,20 | 15,35 15,35
0,5 15,95 | 16,00 16,25
15 0 1 16,06 | 15,25 15,95
80 0,5 16,25 | 16,35 16,70
1 16,45 | 16,25 16,40
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Cuadro N° 03: Halos de inhibiciobn (mm) para la evaluacion de la Especificidad

del Método Analitico. Laboratorio de Control de Calidad- UPCH. Lima 2010.

""‘:‘:"’ Halos de Inhibici6n (mm)

Muesstra 1E: t:;,?:i 1“3": :Itr::_ Diluyente | Placebo | Especificacion*
1 13,20 13.00 0 0 Conforme
2 W 13.25" 13,72‘5”_ 0 | 70 I Confoﬁﬁe
3 13,20 13,15 0 0 Conforme

* El diluyente y placebo no debe produce Halo de Inhibicién
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Grafico N° 04: Curva de Regresibn lineal y analisis estadistico de la ecuacién de
la recta de las soluciones estandar de Amikacina en el rango 64% - 156% para la
evaluacion de la linealidad del sistema. Laboratorio de Control de Calidad-

UPCH. Lima 2010.
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Cuadro N° 04: Variabilidad de los factores de respuesta de las soluciones

estandar de Amikacina en el rango de 64 - 156% para evaluar la linealidad del

sistema. Laboratorio de Control de Calidad- UPCH. Lima 2010.

G 1ap1a(a: 0.05; k: 8; n: 3) =0.515

Especificaci6iest de Cochram: G o, < G (api0

38

X M Factor
% |Dato | (Concentracion | Halos | .o |PROMEDIO| S s?
ug/mL) (mm)

1 0.844291 12.028 | 14.246

64| 2 0.844291 12.106 [ 14.3381| 14.3602 | 0.1266 | 0.01603
3 0.846955 12.278 | 14.4964
1 0.941213 12.972 [ 13.7824

80| 2 0.941213 13.028 | 13.8415| 13.8443 | 0.0633 | 0.00400
3 0.943841 13.128 | 13.9089
1 0.992377 13.294 | 13.3966

90 | 2 0.992377 13.328 | 13.4302| 13.4797 | 0.1160 | 0.01346
3 0.995021 13.544 |1 13.6122
1 1.038103 13.950 | 13.4377

100 2 1038103 13.963 | 13.451 13.4667 | 0.0409 | 0.0017
3 1.040761 14.065 | 13.5142
1 1.079507 14.244 | 13.1953

110 2 1.079507 14.211 | 13.1644| 13.2428 | 0.1100 | 0.0121
3 1082139 14.467 | 13.3686
1 1117304 14.278 | 12.7788

120 2 1.117304 14.556 | 13.0274| 129789 | 0.1808 | 0.0327
3 1.119948 14.706 | 13.1306
1 1135037 14.806 | 13.0441

125 2 1135037 14.922 113.1469| 13.1253 | 0.0728 | 0.00530
3 1137671 15.000 | 13.1848
1 1.231240 15.850 | 12.8732

156 2 1231240 15.961 | 129634 | 12.9511 0.0725 | 0.00526
3 1.233884 16.061 | 13.0167
Promedio f 13.431
Desviacién estandar (s) f 0.4656
Coeficiente de variacion (C.V.) f | 34663
Gexp 0.3612
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Grafico N° 05: Curva de Regresion lineal y andlisis estadistico de la ecuaciéon de
la recta de las soluciones de la muestra de Amikacina en el rango 80 - 120%,
para la evaluacién de la linealidad del método. Laboratorio de Control de

Calidad- UPCH. Lima 2010.
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Cuadro N° 05: Variabilidad de los factores de respuesta de las soluciones de la
muestra de Amikacina en el rango de 80 - 120% para evaluar la linealidad.

Laboratorio de Control de Calidad- UPCH. Lima 2010

X Y
% | Dato | (Concentracién | Halos Faglt)r()rf Promedio| s s?
ug/mlL) (mm)
1 0.903 12.106 | 13.4046
80 2 0.903 12167 | 13.4723 | 134272 | 0.0391 | 0.0015
3 0.903 12.106 | 13.4046
1 1.000 13.211 | 13.2111
100 2 1.000 13.506 | 13.5056 | 13.2981 | 0.1804 | 0.0325
3 1.000 13.178 | 13.1778
1 1.079 14.528 | 13.4619
120 2 1.079 14.383 | 13.3281 | 13.3881 | 0.0679 | 0.0046
3 1.079 14.433 | 13.3743
Promediof 13.3711
Desviacion estandar (s) f 0.1138
Coeficiente de variacion (C.V.) f 0.8512
Gexp 0.8411
Giapia (@2 0.05; k: 3; n: 3) = 0.870
Especificacion Test de Cochram: Gy < G (bis

40




1474

o191 1) > @2 1) :we1ys09 ap 394, ugjoeIYIdads3

0L8°0 (€=U (€= ‘60" 0=0) =D

200,000 | 089€80°0 896 826’7 | 9€6'G | 200'G | 8G6'V | 8G6'Y 856’y 0s1
086.5°0 | ¢¥/200°0 | L9€2S0°0 606°¢C LYG'C | 6YP'C | 0EGC | LEST | 1€ST 1€6°C qcl ¢ aipey ‘|os
y€L200°0 | 6619100 2s00 G100 | 8€00 | ¥01L°0 0 0 0 0oL
01$000°0 | £62020°0 ce6y 606’V | 8V6'v | 8E6'V | 866’y | 8G6'Y 866y oSl
08G/6°0 | 592000 | 0LE€S90°0 0662 6¥5°C | GG6°C | G99'C | 0€S°C | 0€S'T 0€sC | scl Z dipey ‘|os
€2/l200'0 | 9212500 600 ¥80°0 | L¥0°0 | 0SL'0 0 0 0 0ol
£0S000°0 | 0252200 0S6'v €96V | PC6'Y | €96’V | L66'V | L66'Y 166'¥ oSt
L€9€0°0 | €0¥000°0 | 0L0020°0 lov'c eOV'Z | 08V'Z | OVVZ | PYPT | vipT vy | Gcl | 8lpe ‘jos
98¥000°0 | 0502200 G900 1400 | ¥80°0 | L¥0O 0 0 0 0oL
dxogy 2S s oipawoid ¢ el ¢ b ¢ ¢ _. , %
}saniy N sensaniy N UOIOBRUBOLOD S$8U0ION|0S
0od1sipe}so sisijpuy epejjeH pepiaued Epipeuy pepyued _
sezuepey ap pepjenb| ap 3sa)

'0L0Z BWIT "HOJN -PEPIED SP [0JJUOD 8P OLIOJEIOGE T “PRIOEXD

| op UOPEUILISISP B] Bied ‘BUPENIWY Sp epipeye pepiued e B Uopun) s epesadnoss pepRuEd B] op SBZUBLBA 90 N Oipen)



(474

ogry > day : s159)0diH ap 3591 ugjoedyIdadsy
90¢'Z = (8 =19 !50°0=0) "9 }
rAA 013 %
410 (*A D) ugiaelieA 2p AYUBIYB0H
ANY (s} 1epuejsa ugjoeiasaq
ccool ojpawold
¢£'66 vC 001 29’66 0S1
26690 ¥o ¥o 60001 €L°001 G.'66 12’00l gcl ¢ aJpel ‘jos
_ 51001 8€°001 $0°L0OL 001
,9°'66 €666 1866 oSt
€£161°C 950 .50 L0001 SL°00L 9100} 80°L0L G2zl ¢ olpey ‘jos
#8001 ly'00L 6G'L0L 001
266 55'86 1866 oSt
9880°L 9’0 yAA L1001 Si001 1200} 16°66 143 | 8ipe| [0S
1200} #8001 Ly 001 001
} { A £ [4 I
uepns AMVWWF“O_MHMM“’ ANM"MN—V_ “Muomn_ﬂ Oolpawoid sesson N esy % sauojonjos
1s9| ugjoesadnoay ap ¢,

'010Z BWIN "HOdN -PEPiED 8P [04UOD Sp OLO}RIOgE ] "PNIIIEXS Ef

ap ugipeLILLSISP B Bled ‘BupBNiwY P ojijeue |ap epebaibe pepiued Bl Sp UoUN) ue opesadnoaal ojjeue ap afejusdiod 120 (N 0ipend



Cuadro N° 08: Porcentaje de analito hallado en el andlisis de contenido de las
muestras reslizadas por los Analistas para evaluar la Repetibilidad para la

determinacion de la precisién. Laboratorio de Control de Calidad- UPCH. Lima

2010.

DIA 1

MUESTRA 1 99.15
MUESTRA2 100.84
MUESTRA3 100.71
MUESTRA4 101.55
; MUESTRAS 102.53
» MUESTRAG6 100.84
;ztl MUESTRA 7 98.23
< MUESTRA 8 99.75
MUESTRA 9 100.15
Promedio 100.42

Desviaciéon Estandar 1.28

Coeficiente de Variacién 1.27
MUESTRA 1 100.40
MUESTRA2 102.56
MUESTRA 3 101.58

MUESTRA4 99.41
::' MUESTRAS 100.75
» MUESTRA6 102.09
:th MUESTRA 7 99.65
< MUESTRAS 100.74
MUESTRA9 101.17
Promedio 100.93

Desviacion Estandar 1.05

Coeficiente de Variacion 1.04

43



Cuadro N° 09: Porcentaje de analito hallado en el anélisis de contenido de las

muestras para evaluar la Precision Intermedia para la determinacion de la

precision del método. Laboratorio de Control de Calidad- UPCH. Lima 2010.

ESTADISTICA CONCENTRACION EN % ESTADISTICA POR DIA
ANALISTA
D1 D2 D3 PROMEDIO s cV
ANALISTA 1 100.42 99.30 98.95 99.56 0.77 0.77
'ANALISTA2 | 100.93 99.12 | 101.17 100.41 1.12 1.12
X 100.68 99.21 100.06 X 99.98
ESTADISTICA

s 0.36 0.13 157 GENERAL s 0.98
CV 0.36 0.13 1.57 cv 0.98




V. DISCUSION

En el Cuadro N° 02 observamos la concentracion de la suspension de
microorganismos, se encuentra en un rango de 70 +/- 10 % de trasmitancia a
una longitud de onda de 600 nm, y la cantidad agregada de suspensién fue de 1
mL por cada 100 mL de Agar Tripticasa. Ya que se obtuvo un buen crecimiento
con el estandar a una concentracion de 10 ug/mL obteniendo halos de inhibicion
de 12-16 mm encontrandose entre los valores recomendados por la USP-32
(2009).

Evaiuando el Cuadro N° 03 y el Gréfico N° 09 (Anexo 4) observamos ia
presencia de halo de inhibicion del estandar en el medio de la placa, y la
ausencia de halo de inhibicion del diluyente y placebo, indicando que estos no
ejercen una actividad antimicrobiana, que influya en los resuftados.

El Cuadro N° 10 (Anexo 5) nos muestra las concentraciones y halos de inhibicion
con los cuales se elabord la curva de regresion lineal para la linealidad del
sistema en un rango de 6.4 ug/mL — 15.6 ug/mL (64% - 156%), mostrandose ia
curva en el Grafico N° 04, obteniendo ia ecuacion de la recta Y = 3.8597 +
9.7030X, la regresion lineal es el diseno del modelo matematico, representado
COmMoO una ecuacion, que permite estabiecer o simular el comportamiento de la

variable dependiente con respecto a la variable independiente, en donde se tiene
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un Coeficiente de Correlacion “r’ de 0.9921 y el Coeficiente de Determinacion
“’r2" de 0.9843, este Ultimo es nuestro indice estadistico que mide la relacion
lineal entre nuestras dos variables cuantitativas, el coeficiente de correlacion es
cercano a uno existiendo una correlaciéon positiva casi perfecta cumpliendo lo
indicado en la USP 32 (2009), al igual que Quattrochi (1992) los documentos de
la ICH (2008) y la AEFI (2001) indican que no es suficiente determinar dicho
indice, si no recomiendan realizar el andlisis de un test estadistico, para lo cual

se realizé el Test Student, obteniéndose para el coeficiente de correlacion un t

ep = 37.0971 que viene a ser mayor que €l [ ,p, = 2.074 para 22 grados de

libertad y una probabilidad de 0.05, rechazando la Ho: res igual a 0 entonces no
hay correlacién x e y. esto nos indica que el coeficiente de correlacion diferente
de cero, por lo tanto existe una correlaciéon entre las variables.

La AEFI 2001 recomienda para la evaluacion de la linealidad realizar un analisis
estadistico a la pendiente , ordenada, y los factores de respuesta, el Grafico N°
04 también nos muestra el resumen de variabiidad de la pendiente y la
ordenada en el rango 6.4 ug/mL — 15.6 ug/mL (64% - 156%), mediante un

analisis de Regresion - Andlisis de varianza, obteniéndose para la pendiente “b”

un t ep =37.0971 que es mayor que €l t .~ 2.0740, para 22 grados de

libertad y una probabilidad de 0.05, rechazando H,: bes igual a 0, entonces la
recta es paralela al eje de las abscisas. También nos presenta los limites de

confianza para la pendiente 10.2461 - 9.1606 que no incluyen a el cero, y el test

para la ordenada t o, = 13.9952 que es mayor que e 1 i~ 2.0740,

rechazando la Ho: a es igual a 0, entonces la recta pasa por el origen de las
coordenadas, este resultado indica que la ordenada no pasa por el eje de las
abscisas, y se entiende que existe un error sistematico, que para validaciones
de métodos microbiolégicos no es significativo, (AEFI, 2001). El Cuadro N° 04
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nos presenta la Variabilidad de los factores de respuesta de las soluciones
estandar de Amikacina en e rango de 6.4 ug/mL - 15.6 ug/mL (64% - 156%),
teniendo un coeficiente de variacion de 3,4663 %, que para validaciones de
métodos microbiolégicos esté dentro de los criterios de aceptacion que es menor
a 5%, ya que valores superiores serian indicativos de una posible falta de
linealidad (AEFI, 2001), en comparacioén con las validaciones de métodos fisicos
quimicos cuyo criterio de aceptacién son menores del 2% (USP 32, 2009), se
realizé un test estadistico (Test de Cocrham) para evaluar la homogeneidad de

las varianzas y determinar si el factor de concentracién tiene influencia en los

resultados, obteniendo G ¢, = 0.3612 en comparacion con el G pue (a: 0.05; k:

8; n: 3) = 0.515, en donde G op s menor G up, aceptando la H,; las varianzas
son semejantes.

El Cuadro N° 11 {Anexo 6) nos muestra las concentraciones y halos de inhibicion
con los cuales se elaboré la curva de regresién lineal para la linealidad del
método en un rango de 8 ug/mL~12 ug/mL (80%-120%), mostrandose la curva
en el Gréfico N° 05, obteniendo [a ecuacién de la recta Y = 0.2210 + 13.1474X,
la regresion lineal es el disefio del modelo matematico, representado como una
ecuacién, que pemmite establecer o simular el comportamiento de la variable
dependiente con respecto a la variable independiente, en la cual se obtuvieron:
Coeficiente de Correlacién ‘r” 0.9938 y el Coeficiente de Determinacion “r*” de
0.9877, este ultimo es nuestro indice estadistico que mide la relacién lineal entre
nuestras dos variables cuantitativas, el coeficiente de correlacién es cercano a
uno existiendo una correlacién positiva casi perfecta cumpliendo lo indicado en la
USP 32, 2009, segtin los documentos de la ICH (2008) y la AEFI (2001) no es
suficiente determinar dicho indice, si no recomiendan realizar el anélisis de un

test estadistico, para lo cual se realizé el Test Student, obteniéndose para €l
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coeficiente de correlacion un £ ., = 23.6875 que viene a ser mayor que el [ 1z,

= 2.365 con un nivel de confianza de 95%, rechazando la Ho: r es igual a 0
entonces no hay correlacion x e y. esto nos indica que el coeficiente de
correlacion es diferente de cero, por lo tanto existe una correlacion entre las

variables. El andlisis estadistico, mediante un analisis de Regresion - Andlisis de

varianza, se obtuvo para la pendiente ‘b” un 1 .xp = 23.6874 que es mayor que

el t pls— 2.365, con un nivel de confianza de 95%, rechazando H,: bes igual a

0, entonces la recta es paralela al eje de las abscisas. También nos presenta los

limites de confianza para la pendiente 11.8349-14.4599 que no incluyen a el

cero, y €l test para la ordenada t ., = 0.3995 que es menor que el { (5=

2.365, aceptando la Ho: a es igual a 0, entonces la recta pasa por el origen de
las coordenadas, este resultado indica que la ordenada pasa por el eje de las
abscisas, que en comparacion con el resultado obtenido para la ordenada en la
linealidad del sistema, se tiene un error sistematico minimo, esto se debe al
intervalo en el cual se desarroll6 a linealidad del método, que es de tres puntos,
en comparacién del intervalo de la linealidad del sistema , cinco puntos, es decir
que a mayor puntos en el intervalo, el error sistematico aumenta, ya sea por el
comportamiento de los microorganismos a diferentes concentraciones
obteniendo respuestas idénticas o iguales (Reyes, 2007). El Cuadro N° 05 nos
presenta la Variabilidad de los factores de respuesta de las soluciones de
muestra de Amikacina en el rango de 8 ug/mL — 12 ug/mL (80% - 120%),
teniendo un coeficiente de variacion de 0,8512 %, cumpliendo las
especfficaciones, menor a 5%, ya que valores superiores serian indicativos de
una posible falta de linealidad (AEFI, 2001), se realizd un test estadistico (Test

de Cocrham) para evaluar la homogeneidad de las varianzas y determinar si el
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factor de concentracion tiene influencia en los resuitados, obteniendo G op =

0.8411 en comparacion con €l G s (a: 0.05; ki 3; n: 3) = 0.870, en donde G p
es menor G s, aceptando la H,: las varianzas son semejantes.

Para la determinacion de la exactitud, como forma de medir la dispersion de los
datos se determiné la homogeneidad de las varianzas. La varianza es una
medida de dispersién que nos permite conocer que tanto se dispersan los datos
alrededor de su promedio, 0 media. Los valores obtenidos en cada uno de los
tratamientos para cada solucién madre, nos permite identificar fa diferencia
promedio que hay entre cada uno de los valores respecto a su punto central, en
las tres soluciones madres preparadas se obtuvieron dispersiones pequeiias,
mostrandose en € Cuadro N° 06 y a partir del estudio de homogeneidad de
varianzas por medio del test de Cochran se obtuvieron para cada solucién madre
analizada, los valores G op = 0.3631, G o, = 05758, G = 0.5795
respectivamente para cada solucion madre, que son inferiores al de tablas Gapias
(0=0.05; k=3; n=3): 0.870, es decir que las varianzas son homogéneas La
hipbtesis de igualdad de varianzas no se rechaza por que el valor G obtenido no
es superior a correspondiente valor G dado por la tabla de la prueba de
Cochran.

De acuerdo a la prueba t de Student se obtuvieron valores t o, = 1.0886, t.,=
21973, t op = 0.6992, indicados en e Cuadro N° 07, que son menores a t ,p,
(a=0.05; GL= 8) = 2.306, lo que indica que no existe diferencia significativa entre
la recuperacién de la media obtenida y el 100%, rechazando la Ho.

La exactitud es la capacidad que tiene el método para generar mediciones que
se acerquen a valor verdadero (USP 32, 2009), por esta razén se analizan tres
concentraciones diferentes para observar su porcentaje de recuperacion en cada

una de ellas. El porcentaje de recuperacion esperado de acuerdo a la AEFI
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(2001), debe encontrarse entre 97-103% con un error relativo +/- 3%. En cada
tratamiento de cada solucién madre se encontraron porcentajes dentro de lo
estimado. Los valores obtenidos del sesgo es error sistematico, que se produce
de igual modo en todas las mediciones que se realizan de la magnitud. Esto
puede estar originado en un defecto del instrumento, en una particularidad del
operador o del proceso de medicidn, entre otros (AEFI, 2001). Ninguno de los
valores obtenidos del %E fueron superiores al 3% lo que indica que se
encuentran dentro de los criterios de aceptacion.

La precisién obtenida expresa la cercania de coincidencia (grado de dispersion)
entre los datos mediciones de halos (mm) de los miltiples muestreos de una
misma muestra homogénea bajo condiciones establecidas. Se evalué la
precisiéon por medio de la repetibilidad que es la precision obtenida por un mismo
analista en un intervalo de tiempo (mismo dia) bajo las mismas condiciones de
operacion, con una misma muestra homogénea. (Taylor, 1993). Y la precisién
intermedia que viene a ser la precision obtenida dentro del laboratorio por
diferentes analistas y en diferentes dias.

En ef Cuadro N° 08, se muestra los resultados de la evaluacién de la
repetibilidad para cada analista, obteniendo una desviacién estandar “s” de 1,28
y 1,05; y un Coeficiente de Variacion “C.V” de 1,28 y 1,04 respectivamente, la
desviacién estandar obtenida nos indica el grado de dispersion de los datos del
valor promedio o de la media. Valores grandes de la desviacién estandar indican
que los datos estan lejos de la media y valores pequerios de la desviacién
estandar indican que los datos estéan agrupados cerca de la media (AEFI, 2001).
Los valores obtenidos son relativamente pequefios indicando que existe una
agrupacion de datos muy cercana a la media, la desviacién estandar en cada
grupo (cuadro) nos indica la precisién de estas, ya que nos indican que tan lejos

estan del valor real o media al ser realizado por diferentes analistas. Las
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desviaciones estandar obtenidas fueron de valores pequefios lo que indicé que
no se observé una diferencia significativa entre cada andlisis realizado en un
mismo dia por un mismo analista.

El Coeficiente de Variacion obtenido en ambos Cuadros no fue mayor a 5%
cumpliendo con el parametro establecido.

El Coeficiente de Variacion nos indica la relacion QUe existente entre la
desviacion de una muestra y su media. Al dividir la dispersién tipica entre su
medias convierte en un valor de unidad de medida. Si comparamos en varios
grupos de mediciones, tendrd menor dispersion aquella que tenga menor
coeficiente de variacién (AEFI, 2001).

En el Cuadro N° 09 nos muestra la evaluacion estadistica para la precision
intermedia las Desviaciones Estandar “s“ obtenidas son pequefias, lo cual indicé
que no se observd una diferencia significativa entre ambos analistas en dias
diferentes. Los Coeficientes de Variacién son menores al 5% cumpliendo el

parametro establecido.
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Vi, CONCLUSIONES

. Se desarrolié y validé la técnica analitica por el Método Cilindro-Placa para la
cuantificacién de Amikacina en inyectable.

. La concentracién de suspensién del microorganismo determinada fue 70 +/-
10% de Transmitancia una longitud de onda de 600 nm.

. El volumen de suspensién bacteriana determinada fue de 1 mL por cada 100
mL de medio de cultivo (Agar Tripticasa).

. La concentracién del estandar determinado fue de 10 ug/mL.

. La técnica analitica es especifica para la determinacién de Amikacina por el
método de Cilindro Placa obteniendo 0 mm de halo de inhibicién para el
diluyente y el placebo.

. La Técnica Analitica por el Método Cilindro-Placa para la cuantificacion de
Amikacina en inyectable es lineal a la concentracién logaritmica de 0.8 — 1.2
(64%-156%), obteniendo un coeficiente de Determinacién 0.9843 y 0.9877,
Linealidad del sistema vy linealidad del método respectivamente, siendo o, >
t=bies Para el coeficiente de correlacion y la pendiente, y un t.,, < twis para la
ordenada.

. Se determiné la exactitud de la Técnica Analitica por el Método Cilindro-Placa

para la cuantificacién de Amikacina en inyectable demostrando un G, <
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Gubas ©n la variabiidad de los promedios de recuperacién, y un
%Recuperacion de 100.17%, 100.41%, 100.09%, para cada Solucién, y un
texp < tanes Para cada uno.

. La Técnica Analitica por el Método Cilindro-Placa para la cuantificacion de
Amikacina en inyectable es precisa obteniendo valores de Coeficiente de
Variacion de 1.27 y 1.04 para cada analista, en la evaluacién de la

Repetibilidad y 0.98 en la evaluacién de la Precisién Intermedia.
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Vil. RECOMENDACIONES

Para el correcto desarrollo y validacion de la técnica en interés se requiere
contar con un ambiente adecuado para evitar contaminaciones e
interferencias, al igual que tener los suficientes materiales, debidamente
calibrados, y un personal altamente calificado.

Realizar especificamente estudios de estabilidad del producto, para
observar si la técnica validada es Sptima para producto, en présencia de

residuos de degradacion.
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ANEXO1

LINEALIDAD
Se trabaja en un rango de cinco
concentraciones como minimo,
siendo 100 % el punto medio

l

solutgones
madres

@ucién Solucién Glot:cién
1 2 3
64% 64% 64%
80% 80% 80%
90% 90% 90%
100% 100% 100%
110% 110% 110%
120% 120% 120%
125% 126% 126%
156% 150% 150%

Gréfico N° 06: Diagrama de flujo para la Determinacién de la Linealidad
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ANEXO2

EXACTITUD
Se trabaja con tres concentraciones

Solucién
Madre 2

@lucién @cién
Madre 1 Madre 3

Grafico N° 07: Diagrama de Flujo para la Determinacién de la Exactitud



ANEXO3

PRECISION
Se evalGla muestras al 100 %

REPETIBILIDAD

1 ANALISTA

— Dia 1, 3 Det.

— Dia 1, 3 Det.

4 Dia1, 3 Det

 seevalia
\w‘_‘/

PRECISION
INTERMEDIA
1 ANALISTA 2 ANALISTA
— Dia 1, 3 Det. — Dia 1, 3 Det.
— Dia 2, 3 Det. — Dia 2, 3 Det.
| Dia 3, 3 Det. — Dia 3, 3 Det.

Grafico N° 08: Diagrama de Flujo para la determinacion de la Precision
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ANEXO4

Diluyente

-~

Grafico N° 09: Halos de Inhibicién del diluyente frente al halo de inhibicién del

estandar. Laboratorio de Control de Calidad-UPCH. Lima 2010
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ANEXO5
Cuadro N° 10: Concentraciones y Halos de Inhibicion para efectuar la curva de
regresion lineal de las soluciones estandar de Amikacina en el rango de 64 -

156%. Laboratorio de Control de Calidad-UPCH. Lima 2010.

Y
° X(Lo 2
S % | Dato Concentrgcién) ?:"':7 X S Xy
1 0.844291 12.028 | 0.713 | 144.667 | 10.155
S1164| 2 0.844291 12106 | 0.713 | 146.544 | 10.221
3 0.846955 12.278 | 0.717 | 150.744 | 10.399
1 0.941213 12972 | 0.886 | 168.279 | 12.210
S2 | 80 2 0.941213 13.028 | 0.886 | 169.723 | 12.262
3 0.943841 13.128 | 0.891 | 172.339 | 12.391
1 0.992377 13.294 | 0985 | 176.742 | 13.193
S3 | 90 2 0.992377 13.328 | 0.985 | 177.630 | 13.226
3 0.995021 13.544 | 0.990 | 183.452 | 13.477
1 1.038103 13.950 | 1.078 | 194.594 | 14.481
S4 100 2 1.038103 13.963 | 1.078 | 194.979 | 14.496
3 1.040761 14.065 | 1.083 | 197.826 | 14.638
1 1.079507 14244 | 1165 | 202904 | 15.377
S5 110 2 1.079507 14.211 | 1.165 | 201.956 | 15.341
3 1.082139 14.467 | 1.171 | 209.284 | 15.655
1 1.117304 14.278 | 1248 | 203.855 | 15.953
S6 {120 2 1.117304 14556 | 1248 | 211.864 | 16.263
3 1.119948 14.706 | 1.254 | 216.253 | 16.469
1 1.135037 14806 | 1.288 | 219.204 | 16.805
S7 |125] 2 1135037 14922 | 1.288 | 222673 | 16.937
3 1137671 15.000 | 1.294 | 225,000 | 17.065
1 1.231240 15.850 | 1.616 | 251.223 | 19.515
S8 156 2 1.231240 15.961 | 1.516 | 254.757 | 19.652
3 1233884 16.061 | 1.522 | 257959 | 19.818
SUMATORIA 25.158364 336.745 | 26.682 | 4754.452 | 355.998
PROMEDIO 1.048265 14.031 | 1.112 | 198.102 | 14.833
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ANEXO6

Cuadro N° 11: Concentraciones y Halos de Inhibicién para efectuar la curva de
regresion lineal de las soluciones de la muestra de Amikacina en el rango de 80 -

120°/%. Laboratorio de Control de Calidad-UPCH. Lima 2010.

S | % |Dato (Conce:'n(tracién HaIYos ) & Y? XY
ug/mL) (mm)
1 0.903 12.089 0.816 146,141 10.917
2 0.903 12.067 0.816 145.604 10.897
P1| 80 3 0.903 12.089 0.816 146.141 10.917
1 1.000 13.228 1.000 174.974 13.228
2 1.000 13.239 1.000 175.268 | 13.239
P2 100 3 1.000 13.217 1.000 174.680 13.217
1 1.079 14.428 1.165 208.161 15.570
2 1.079 14.394 1.165 207.200 15.534
P3| 120 3 1.079 14.372 1.165 206.561 15.510
SUMATORIA 8.947 119.122 8.941 1584.731 | 119.030
PROMEDIO 0994 13.236 0.999 176.081 13.226




ANEXO7

Cuadro N° 12: Datos de los Estandares para la determinaciéon de la Linealidad

del Sistema. Laboratorio de Control de Calidad-UPCH. Lima 2010

DATOS DEL ESTANDAR
Potencia

Soluciones Pesomg ug/mg Dilucion mL

1ra Solucién 16.4

2da Solucién 16.4 665.7 10

3ra Solucién 16.5

Esténdar D“(‘:lﬁ')é " | Enrase Con(z;r;'t'ﬁ;nén Porcentaje

S1 64 100 6.4 64
S2 80 100 8.0 80
S3 90 100 9.0 20
S4 100 100 10.0 100
S5 110 100 11.0 110
S6 120 100 12.0 120
S7 125 100 12.5 125
S8 156 100 15.6 156
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ANEXOS8

Cuadro N° 13: Dilucién de la Muestra para la determinacion de fa Linealidad del

Método. Laboratorio de Control de Calidad-UPCH. Lima 2010

Muestra 1 Muestra2 Muestra 3
DILUCION 1 (mL) 5 5 5
ENRASEmL 50 50 50
DILUCION 2 (mL) 0.8 1 1.2
ENRASEmL 100 100 100
CONCENTRACION ug/mL 8 10 12
PORCENTAJE 80 100 120
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