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Introduccion: Para la industria farmacéutica es de suma
importancia contar con resultados fiables que demuestren
que el producto final es de calidad. Los anfibidticos son
sustancias  quimicas  producidas  por  ciertos
microorganismos que en bajas concentraciones tenen la
capacidad de inhibir el crecimiento o matar otros
microorganismos. Son metabolitos  secundarios no
esenciales que se sintetizan cuando el microorganismo
productor esta en fase estacionaria como la Neomicina que
es un farmaco de la familia de los aminoglucésidos.
Obtenido del Streptomyces fradiae.[1] La validacion por su
parte, se refiere a procesos establecidos, parala obtencién
de pruebas documentadas y demostratvas de que un
método de andlisis es lo suficiente fiable y reproducible
para producir el resultado previsto dento de las
especificaciones o limites predeterminados. [2]
Metodologia: La parte experimental se dividié en 2 etapas,
la primera etapa fue la seleccién del microorganismo
realizando una serie de potencias para la valoracion del
antibiético con los microorganismos de prueba. La segunda
etapa se realizo la validacion de la adecuacion segun los
paramefros de desempefio que debe cumplir el método a
parir de una muesta tomada de un lote al azar. La
Neomicina se va a analizar segun la tabla 1 por medio de
la Categoria | que nos ayuda a cuantificar el principio
activo de interés [2]
Tabla 1: Parametros de desempefio para una técnica o método.

Categoria

Categoria de | Categorial Categoria II m Categoria IV
prucba Pruebade | Pruebade Fisico

Pardmetro Principiofs) limite limite uimico | Identificacidn
de activo(s) Cuantitativa | Cualitativa dq .
“ . esempefio
Exactitud SI SI * ' NO
Precision SI SI NO S1 NO
Especificidad SI SI SI ' sI
Limite de Deteccion NO NO SI * NO
Limite de NO SI NO ' NO
Cuantificacién
Lineahdad st ST NO ¥ (o]
Intervalo SI SI f ' NO

* Puede requerirse dependiendo de la naturaleza del ensayo.
Resultados y Discusion:
Etapa 1: Seleccion del microorganismo de prueba
Se realizaron 3 potencias con los 2 microorganismos de
prueba Staphylococcus —aureus ATCC 6538P vy
Staphyloccocus epiermidis ATCC 12228 bajo las mismas
condiciones de trabajo. EI numero de lote a analizar es el
10938, las condiciones de trabajo fueron: Total de horas de
incubacion: 17h y Temperatura de incubacion: 33.5°C-
34.5°C. Se obtuvieron una serie de valores en la lectura
con el medido de halos y se registraron para fratarlos. Se
calculo el punto mas alto y el punto mas bajo de la curva
tipo a partir de las diferentes concenfraciones, calcular la
pendiente y la ordenada a la origen, obteniendo asi una
linea de dosis respuesta determinando la valoracion en
porcentaje, teniendo en cuenta el punto mas altoy el punto
mas bajo en la prueba realizada para asi poder conocer la
concentracion de la muestra analizada interpolando su
valor.

Curva Tipo

Concentracion (me/mi)
5
|

14,00 14,20 14,40 14,60 14,80

Halo de inhibicion (mm)

Figura 1.- Linea dosis respuesta
Etapa 2: Validacion de la valoracion del antibidtico
Neomicina, segun los parémetros de desemperio.
La segunda etapa de la validacion se determino midiendo
los pardmetros de desempefio segun la tabla 1, con el
microorganismo seleccionado de la etapa 1 que es
Staphylococcus aureus ATCC 6538P, alos datos obtenido
se les dio el tratado matematico indicado para poder
obtener valores que nos aseguren que se obtuvieron los
resultados que la validacion debe cumple con todos los
criterios de aceptacion de los parametros de desempefio,
dando asi la certeza de que el método farmacopéico se
pudo validar segln las condiciones establecidas en el
laboratorio de microbiologia, para esta etapa se necesito
una muestra tomada al azar con numero de lote 10919.[3]
Conclusiones y Perspectivas:
Es necesario validar los métodos o técnicas farmacopéicas
dentro del laboratorio es pecificando los parametros con los
que cuenta dicho laboratorio.
Para los laboratorios de andlisis microbioldgico es
importante desarrollar técnicas que produzcan fiabilidad de
los resultados, lo cual se logra a través de la validacion que
implica la determinacién y evaluacion de los parametros de
desempefio establecidos para dichos métodos, ya que de
esta forma se consigue emitir resultados exactos.
El Staphyloccocus aureus es el mejor microorganismo para
llevar a cabo la validacién de la técnica segun la FEUM
MGA-100 para el laboratorio de microbiologia.
Referencias:
[1]Comision Interinstitucional de practicas adecuadas de
manufactura México, 1992. Guia para el Control
Microbiolégico de Medicamentos. CIPAM. Paginas
consultadas: 32-39
[2JFarmacopea de los Estados Unidos Mexicanos.2004.
8va. Edicion. Paginas consultadas: 343-352. MGA. 0100.
[3[Farmacopea de los Estados Unidos de América,
Formulario Nacional. Comprendida de Normas Oficiales.
1992. Vol.1. Edicion en Espaiiol.
Pharmacopeia. Paginas consultadas: 111-117.
[4]Pradeau Dominique, 1998. Analisis Quimicos de los
Farmacéutcos de Medicamentos.  Primera Edicion.
México, D.F. Editorial Uteha Noriega Editores. Paginas
consultadas: 112-141
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1.- DATOS HISTORICOS DE LA EMPRESA

1.1. ANTECEDENTES

La empresa NOVAG INFANCIA S.A de C.V fue constituida en 1978, como resuttado de la
integracion de tres laboratorios farmacéuticos: Productos Infancia, Farmacéutica Walter y
Novag Internacional de México.

Productos Infancia

Fue fundada en el afio de 1949 con una linea de productos dedicados al mercado
pedidtrico, iniciando sus actividades en comercio promocional en el afio de 1956, en ese
mismo afio arranco su venta al sector salud manejando los medicamentos como

genéricos.

Farmacéutica Walter
Desde 1971 comenz6 a fabricar productos para el Instituto Mexicano del Seguro Social e

inicia también actividades en el mercado comercial.

Novag Intemacional de México

Esta compafiia llega a México en 1977 con productos de promocidn médica llamada antes
Ferrer Laboratorio SL, introduciendo al pais productos especificos destinados a médicos
especialzados en disfunciones nerviosas, tratamientos digestivos y respiratorios. En
agosto de 1978 las tres empresas deciden fusionarse en una sola compafia que involucra

los mercados de cada una de elas y da por resuttado Novag Infancia S.A de C.V.

Novag Infancia S.A. de C V.

Es una Compafia Farmacéutica Mexicana. Continla con la promocidn en el mercado
privado de algunos productos especificos y participa en ventas del Sector Salud, ademas
ha incluido en su portafolio de negocios, la exportacion de todo tipo de medicamentos de
uso humano, lo mismo que productos quimicos, bioldgicos, complementarios alimenticios y

mercancias de uso similar.
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1.2. DESCRIPCION TECNICA DE LA EMPRESA
Ubicacion exacta:
Novag infancia, S.A. de C.V.
Calz. de Tlalpan Nam. 3417
Col. Sta. Ursula Coapa-Coyoacéan
04650 México, D. F. Coyoacéan
Tels.: 5666-4120 con 20 lineas

Pagina web: www.novag.com.mx

ATLALILCO
Metra Atlaliles

Av. Ermita Iztapalapa

ol I 4 : 1/ g0
L oA o Ly’ g /8 SANTA ISABEL
/ i INDUSTRIAL

&¢COMO LLEGAR?

PRESIONE EL BOTON
PARA VER...

Me umento >
a B Zanatall

Figura 1.- Ubicacién de Novag Infancia S.A. de C.V.

Lema:
“TRABAJANDO POR LA SALUD”

1.3. ADMINISTRACION DE LA EMPRESA

Novag Infancia es un laboratorio cien por ciento mexicano, dedicado a la fabricacion y
distribucion de productos para la salud humana. Su capital es completamente mexicano,
sin ingresos extranjeros. NOVAG INFANCIA S.A. de C.V. es una Sociedad Anénima de
Capital Variable. Tiene 59 afios de EXPERIENCIA EN LA INDUSTRIA FARMACEUTICA.


http://www.novag.com.mx/
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1.4. GIRO DE LAEMPRESA

Su giro es completamente farmacéutico.
Tabla 1.-Gama de productos que ofrece la empresa

Productos de la Empresa

Analgésicos
Anorexigénicos
Ansioliticos
Antiacidos
Antiagregantes
Plaquetarios
Antialérgicos
Antibidticos
Antidepresivos
Antidiarréicos
Antieméticos
Antiepilépticos
Antigripales

Antihelminticos

Antihipertensivos

y Cardiovasculares
Antiinflamatorio
Antimicoticos
Antiparasitarios y
Antiamibianos
Antiparkinsonianos
Antisépticos
Antituberculosos
Antitusigenos
Antiulcerosos
Antivirales
Deficiencia Estrogénica

Dermatologicos

Deshidratacion
Diabetes Mellitus
Diuréticos
Hipocolesterolemiantes
Hipoglucemiantes
Inhibidores Hormonales
Insomnio ocasional
Laxantes

Mucoliticos
Neuropatias
Osteoporosis
Queratoliticos
Suplementos alimenticios

Topicos y Vitaminicos.

Fabricante de productos:

v Genéricos

v Genéricos con marca

v" Genéricos intercambiables

v otc’s

v' Sector Salud

Mayoristas

N X X

Teniendo como clientes a las entidades:

Cadenas de Farmacias
Distribuidores en toda la Republica Mexicana.

Centros Comerciales.
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1.5. ORGANIGRAMA DE LAEMPRESA

GLORIA-ARAGON-MERINGT
RESPONSASLE. SANTARIWDOCUMENTACION- SANTARIAY

CLALDIC-AMAT-GONZALET] HECTORH.MTZHOZY
GERENTEDEPLANTAT GERENTE-DE-CONTROL-Y-CALIDAD-
I VALIDACION- Y- DESARROLLOT
LAURA SAFAELE VICTOR-CORDERD-
HOZ SALAZARY RATAZ _s_‘=.=°?§o_'1 CASTRON L] !
JEFADE PRODUCCINT JEFEDE- IMAY-SEPULVEDA: TOLEDOCN JESUSCAMPOS HERRERAT
PLANEACIONT - MANTENIMIENTO-DE- JEFADELABORATORID- DE- JEFEDEVALIDACION- Y-
1 SERVICIOST ANALIZIEY PROCESORY
ARTURDVAZOUEZ- JOEEMANUEL &
RGZA MODESTOT | INSPECTOREST || QUIMICOST |
SUPERMISOR- = ) ROSATRIANAJUAREZ
GENERALDE- MANTENIMIENTO- SUPERVISORALABORATORIO
ARODUCCIONT DEPRODUCCIONT DE MICROBIOLOGIA JUANAG LINARES-
GARCIAY
+ QUIMICA-DE-
QUIMICOS- QUIMICOS- DESARROLOT
ANALTICOS- ANALTICOS-
SERGIO-FLORES- POBLANCT = =
e ot AiACh e MICROBIOLOGICOST ISICOQUIMICOST

Figura 2.- Organigrama de la empresa

1.6. MISION

Contribuir a la proteccion de la salud a través de farmacos de alta calidad y a precios
accesibles, en base a las exigencias del pais

1.7. VISION

Nuestra empresa crece dia con dia con solidez, porque creemos firmemente en el futuro
de México y mejoramiento de la salud de nuestro pueblo. Novag puede adaptarse a la
confianza de nuestros clientes, gracias a nuestro capital humano. Seguiremos adoptando
las tecnologias e innovaciones disponibles para el mejoramiento ain mayor de nuestros
productos
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1.8. CROQUIS DE LAS INTALACIONES

Distribucion de |a planta

[TTe=a - - N [T
Crct-ga | WOVAS INFANCIR |

Croquis de Instalaclones

—— 'l_.':;} {plania bala)
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Figura 3 Croquis de las instalaciones de la planta baja.
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Figura 4.-Croquis de las instalaciones de la planta alta.
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2.- INTRODUCCION

2.1. Definicion de Antibidticos

Los antibidticos son sustancias quimicas producidas por ciertos microorganismos que
en bajas concentraciones tienen la capacidad de inhibir el crecimiento o matar otros
microorganismos. Son metabolitos secundarios no esenciales que se sintetizan
cuando el microorganismo productor esta en fase estacionaria. Los principales
antibioticos son producidos por bacterias del suelo como Bacillus, actinomicetos
(Streptomyces) y hongos (Penicillium, Cephalosporium y Aspergillus.[9][7]

Figura 5: Hongo Penicillium productor de antibi6tico

2.2.1. Pared celular

Muchos antibiéticos van dirigidos a bloguear la sintesis, exportacion, organizacién o
formacion de la pared celular, especificamente los enlaces cruzados del
peptidoglicano, el principal componente de la pared celular, sin interferir con los
componentes intracelulares. Esto permite alterar la composicion intracelular del
microorganismo por medio de la presion osmotica. Como la maquinaria intracelular
permanece intacta, ello aumenta la presion interna sobre la membrana hasta el punto
en que ésta cede, el contenido celular se libera al exterior, y la bacteria muere.
También permiten la entrada de otros agentes antimicrobianos que no pueden

atravesar la pared celular.[1][10][5]

2.2.2. Accion sobre los Ribosomas

Aproximadamente la mitad de los antibidticos actlan por inhibicién de los ribosomas

bacterianos, los organelos responsables de la sintesis de proteinas y que son distintos


http://es.wikipedia.org/wiki/Peptidoglicano
http://es.wikipedia.org/wiki/Presi%C3%B3n_osm%C3%B3tica
http://es.wikipedia.org/wiki/Antimicrobiano
http://es.wikipedia.org/wiki/Ribosoma
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en composicion de los ribosomas en mamiferos. Algunos ejemplos incluyen los
aminoglucésidos (se unen de forma irreversible a la subunidad 30S del ribosoma),
como la Neomicina.[1] [10][5]

2.2. Clasificacion de los antibiéticos:

® Por su origen
Bioldgicos, semisintéticos, sintéticos
Un antibidtico semisintéticos contiene un Nucleo natural y Cadenas laterales sintéticas,
un claro ejemplo es la Neomicina. [12][15]

Tabla 2.- Antibiéticos aminoglucosidos

Nombre

Posibles efectos

Nombre genérico . Usos frecuentes’? M Mecanismo de accion
comercial adversos
Aminoglucésidos
T o

Amikacina'® Amikin

o o . = Sordera
Gentamicina Garamicina Infecciones severas causadas por )

A . (especialmente en
. bacterias Gram negativas, como .
antrex } . } L combinacidn con
Escherichia coli y Klebsiella S . .
N . ) o diuréticos de asa) | Se une al rbosoma, unidad
eomicina especialmente Pseudomonas o L
. . = Veértigo 305 por lo que inhibe la
Netilmicina Metromicina aeruginosa. Efectivo contra bacterias o i
i c . = Dafio renal sintesis de proteinas.
S anaerdbicas (mas ne los facultativos). :
streptomicina - - .
P Nemuoicina se indica para profilaxis de (esper:lalm{ente &n
Tobramicina MNebcin cirugia abdominal. combmacpn con
- - cefalosporinas)

Paromomicina Hurmnatin

® Por el espectro de accion
Bacteriostaticos, bactericidas
El sulfato de Neomicina es un antibitico de amplio espectro de la familia de los
aminoglucésidos. Bactericida, inhibe sintesis de proteinas. Activo frente a Gram
positivos comunes y Gram negativos. Pseudomonas aeruginosa es resistente a
Neomicina.[12][16]

® Por la estructura quimica

rH

PHZRIH 2

FHZ

Figura 6.- Estructura de los antibiéticos


http://es.wikipedia.org/wiki/Aminogluc%C3%B3sido
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2.3. Resistencia a los antibi6éticos

Vias por las cuales los microorganismos desarrollan resistencia:[12][17]

Mutaciones

Plasmidos: uno solo puede llevar multiples resistencias.

Altas dosificaciones: Tomar diferentes antibiéticos simultdneamente
Falta de restricciones de uso

®©® ©®© ®©® ©® ®

Incorrecto uso del farmaco.
2.4. Que es la Neomicina

La Neomicina es un farmaco de la familia de los aminoglucosidos, que se utiliza en
clinica como antibidtico bactericida tanto por via tépica como oral. Se obtiene del
Streptomyces fradiae. Estd compuesto de Neomicina A, B (la mas usada) y C. Es
hidrosoluble y méas activa a pH alcalino.[18][3]

NH
HO  MNHa HO :

h b -:"'-_ ..-n."-f"'f:.-\-"l"‘
Ho={ =0 o= | 45
‘ = g -~ ""OH
}_u 3—% 0>, :
DOHA( OH g
NHZ 1."~—:'.
m

Figura 7.- Estructura de la Neomicina

oH

“NH,

2.4.1. Absorciéon del Farmaco

La absorcion por via oral es muy pobre, en torno a un 3%. La union a proteinas es
baja, pero muy variable. En todo caso inferior al 30%. La distribucion es muy selectiva,
con un alto grado de fijacion a tejido renal y oido. Tarda varios dias en alcanzar un
estado de equilibrio de las concentraciones tisulares, que se mantiene incluso hasta
semanas después de la suspension del mismo. La excrecion del farmaco absorbido es

renal. EI 97% no absorbido se elimina por heces inalterado. [18][19]


http://es.wikipedia.org/wiki/F%C3%A1rmaco
http://es.wikipedia.org/wiki/Aminogluc%C3%B3sido
http://es.wikipedia.org/wiki/Antibi%C3%B3tico
http://es.wikipedia.org/wiki/Bactericida
http://es.wikipedia.org/wiki/PH
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2.5. Generalidades de la Validacion

Un adecuado proceso de validacion debe desarrollarse dentro del marco de Buenas
Practica de Manufactura, ya que garantiza la seguridad de los datos obtenidos para
asi poder juzgar sobre la seguridad de un producto, permitiendo obtener una
documentacion confiable y segura, ademas la validacion permitiendo una optimizacion
y estandarizacion de procesos al reducir el tiempo muerto, costos y errores en el
manejo. TODO DEBE SER DOCUMENTADO Y ARCHIVADO.[23]

2.5.1. Definicion de Validacion

La validacién es el proceso establecido para la obtencion de pruebas documentadas y
demostrativas de que un método de andlisis es lo suficiente fiable y reproducible para
producir el resultado previsto dentro de intervalos definidos. La validacion proporciona
un alto grado de confianza y seguridad del método de analisis y se realiza con caracter
obligatorio cuando se desarrolla un nuevo procedimiento, ya que permite asegurar que
el método propuesto hace lo que tiene que hacer. [12]

Es necesario sefialar que los métodos descritos en farmacopeas u otros textos
oficiales se consideran validados, aunque debe aclararse que ellos se refieren
solamente a métodos generales y a materias primas. Estos no precisan de validacion,
aunque deben ser comprobados antes de su utilizacién rutinaria con la verificacion de
la idoneidad en las condiciones de laboratorio de microbiologia. Para realizar la
validacion de un método microbioldgico se debe tener en cuenta la evaluacion de los
medios de cultivo a utilizar para la recuperaciéon de la microflora bacteriana presente
en el producto; debe llevarse a acabo la calibracion y verificacion de los equipos que
se van a utilizar, tales como balanzas, micropipetas, incubadoras, autoclaves, etc.[23]
La validacion corresponde a un estudio cientifico de los criterios de confiabilidad que
son los siguientes: [8][11]

La exactitud.

La sensibilidad

El limite de deteccion

La especificidad y selectividad

La linealidad

AN N N N N

Rendimiento de extracto.

10

%

%&J

=



“VALIDACION DE LA ADECUACION DEL METODO FARMACOPEICO PARA LA

VALORACION DEL ANTIBIOTICO NEOMICINA , POR DIFUSION EN AGAR , PARA &@%
ASEGURAR LA FIABILIDAD DE LOS RESULTADOS” %Q’fg

2.5.2. Tipos de Validacion.

2.5.2.1. Validacion Prospectiva.

Se basa en informacion obtenida antes de implantar el proceso de validacion. Utilizar
un andlisis de riesgo para determinar si podrian conducir a situaciones criticas, se
investigan posibles causas y determinan la probabilidad de que suceda. Luego se
hacen los ensayos y una valoracion general; si los resultados son aceptables al final,

el proceso es satisfactorio.[4][8][11]

2.5.2.2. Validacion Retrospectiva.

Involucra la revision y analisis de la informacion historica del proceso para proceder la
evidencia documentada necesaria que el proceso esta haciendo lo que debe hacer.
Los pasos involucrados en este tipo de validacion requiere la preparacion de un
protocolo especifico, el reporte de los resultados analizados que conlleven a unas
conclusiones. Esta solo es aceptable para procesos bien establecidos, Puede ser util
en un establecimiento de las prioridades en un programa de validacion. Es necesario
tener en cuenta el control de la materia prima, controles ambientales, CONTROLES
MICROBIOLOGICOS, equipos, procedimientos, especificaciones, etc. [4][8][11]

2.5.2.3. Validacién Concurrente.

Sirve para demostrar y establecer evidencia documentada que un proceso hace lo que
debe hacer basado en informacion generada durante una implementacion real del
proceso. Utllizada cuando se ha variado alguna etapa del proceso. Esta informacion
puede ser muy valiosa para modificar y corregir el proceso. Se deben tomar en cuenta
las variables criticas que demuestre que el proceso esta bajo control y el registro de
datos sobre la marcha del proceso. Este es el tipo de validacion que se va a llevar a
cabo para la validacion del método de la valoracién del antibiético de Neomicina.
[41[8][11]
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2.5.2.4. Revalidacion.

Se aplica cuando se presenta el cambio de uno de los componentes criticos de la
formulacion, cambio o reemplazo de una pieza critica en un sistema o equipo o cambio
de instalaciones. La revalidacion periddica se presenta cuando los procesos
experimentan cambios graduales. Es la repeticion de un procedimiento de validacion o
un procedimiento del mismo. Esto no significa que el programa original se ha repetido.

Se llevo a cabo la validacion del método de la valoracion del antibiético Neomicina es

la validacion concurrente. [4][8][11]

2.5.3. Parametros para la Validacién de una Técnica o Método

Son las propiedades, caracteristicas o capacidades del método que indican su grado
de calidad en cuanto exactitud, exactitud relativa, desviacion, desviacion positiva,
desviacién negativa, repetibilidad, precision intermedia, reproducibilidad especificidad,
limite de deteccion, limite de cuantificacion, linealidad, rango de sensibilidad, fortaleza

y solidez y robustez.[13][26]

2.5.3.1. Procedimientos que son Objeto de Validacion.

Se deben validar los procedimientos analiticos quimicos, fisicos y microbioldgicos,

segun las siguientes categorias: [11][23]

2.5.3.1.1. Categoria

Pruebas cuantitativas del contenido del (los) principio(s) activo(s), constituyen
procedimientos quimicos o microbiologicos que miden el (los) analito(s) presente(s) en
una muestra determinada.Como se va a analizar el principio activo que es Sulfato de
Neomicina por medio de pruebas cuantitativas se va a realzar midiendo los paradmetros

de la categoria |. que se muestran en la Tabla 3.

2.5.3.1.2. Categorialll
Pruebas para la determinacién del contenido de impurezas o de valores limites para el
control de impurezas. Pueden ser pruebas cuantitativas o una prueba cualitativa para

determinar si la impureza esta presente en la muestra por encima o por debajo de un

12
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valor limite especificado. Cualquiera de los dos pretende reflejar con exactitud las
caracteristicas de pureza de la muestra. Los parametros de validacion requeridos por
una prueba cuantitativa son diferentes a los de una prueba cualitativa de cumplimiento
de limite.

2.5.3.1.3. Categoria lll

Pruebas fisico quimicas de desempefio. Constituyen procedimientos de ensayo que
miden caracteristicas propias del desempefio del medicamento, por ejemplo la prueba
de disolucion. Las caracteristicas de la validacion son diferentes a las de las otras
pruebas, aunque las pueden incluir

2.5.3.1.4. Categoria IV

Pruebas de identificacion. Aquellas que se realizan para asegurar la identidad de un

analito en una muestra. Esto normalmente se realiza por comparacion de una

propiedad de la muestra, contra la de un estandar de referencia, por ejemplo

espectros,

microcristalinas.

comportamiento

cromatogréafico,

Tabla 3.- Pardmetros de desempefio para la validacion de una técnica o método.

reactividad quimica y pruebas

Categoria de | Categorial Categoria IT C“:ﬁ"“’ Categoria IV
prueba o Pruel:l_a de Prueba de Fisico
Pardmetro Principiols) Hmite lmite quimico | Identificacidn
de activo(s) Cuantitativa | Cualitativa d -
esempefio

desempefio
Exactiiud SI 81 k * NO
Precision SI §1 NO SI NO
Especificidad SI 51 81 * 81
Limite de Deteccion NO NO 81 * NO
Limate de NO 81 NO ¥ NO
Cuantificacion
Linealidad SI 81 NO ¥ NO
Intervalo SI SI * ¥ NO

* Puede requerirse dependiendo de la naturaleza del ensayo.
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2.5.3.2. Exactitud

Representa la cualidad de concordancia entre un valor determinado y el valor real o
convencionalmente verdadero. Se puede aproximar el valor real mediante una
distribucion de valores. El "método convencionalmente exacto" debe usarse en
condiciones técnicas bien definidas y constantes para estimar un valor verdadero. La
exactitud representa la cualidad de concordancia entre el valor medido y el valor
verdadero o convencionalmente verdadero. La exactitud se determina cuando:

@ Se dispone de patrones cuyo valor se conoce

@ La precision es tal que la amplitud de errores no afecta con la exactitud.
Puede determinarse mediante la aplicacion del procedimiento con respecto a un
analito con pureza conocida (como un estandar de referencia). En la valoracion de un
farmaco en un producto formulado, puede determinarse mediante la aplicacion del
procedimiento analitico a mezclas sintéticas de los componentes del producto, se
puede aceptar tanto el agregado de cantidades conocidas del analito. Se calcula como
el porcentaje de la recuperacién de la cantidad valorada con respecto a la cantidad
conocida del analito afladida a la muestra, o como la diferencia entre la medida de la

valoracion y el valor verdadero aceptado, considerando los intervalos de confianza.

2.5.3.3. Precisién

La precision o fidelidad de un método representa la cualidad de concordancia en una
zona definida de valores por determinar entre medidas repetidas, efectuadas en una
misma muestra de condiciones constantes y determinadas. Represente la calidad de
la concordancia entre distintas mediciones de una misma muestra en condiciones
determinadas. Se utilizan términos especiales para designar cada tipo de evaluacion:

@ distribucion de las mediciones del tiempo

@ del técnico

@ condiciones de operacion
De acuerdo en las condiciones de operacion la precision serd la medida de la
repetibilidad o la Reproducibilidad. Se relaciona con la dispersion de una media
alrededor de un valor medio o central, que pueda ser expresado en términos de
varianza, desviacion estandar o coeficiente de variacion. Se considera a niveles:

repetibilidad, reproducibilidad y solidez y robustez.
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2.5.3.3.1 Repetibilidad: Medida de la precisiébn del método cuando se realizan
mediciones sucesivas por el mismo analista el mismo dia, mismo reactivos,
mismo instrumentos y condiciones de medicién (precision dentro del
ensayo).

2.5.3.3.2 Reproducibilidad: grado de concordancia entre los resultados de
mediciones del mismo analito realizadas en diferentes condiciones de
medicion. Una declaracion valida de reproducibilidad requiere que se
especifiguen los cambios en las condiciones del analisis o calibracion.
Estos cambios puede incluir el principio activo en que se basa la medicién,
el método, analista/observador e instrumento, material y patrones de
referencia, ubicacion, condiciones de uso y tiempo. Puede ser expresado
en términos de los parametros de dispersion de los resultados (desviacion
estandar, varianza, coeficiente de variacion). Es importante y uno de los
principales objetivos de los programas internos de aseguramiento de la
calidad. Garantiza que el laboratorio es capaz de producir resultados
constantes a lo largo del tiempo.

2.5.3.4. Especificidad

Es la capacidad del método para diferenciar precisa y especificamente el compuesto
de interés, en presencia de los demas componentes, que se espera que estén
presentes en la muestra. Se puede estudiar agregando a la muestra algunas
sustancias que se sospecha que reaccionan de la misma manera que el componente
estudiado y comparar estadisticamente los resultados analiticos con y sin agregado.
La especificidad puede influir mucho en la exactitud. Un método es especifico si, en un
sistema con varios componentes, solo se da la sefial para el método que se mide. Se
estudian mediante:

® Establecimiento de la funcién de calibracion del componente que se mide.

® El estudio de los componentes que producen la misma reaccién

® El estudio separado de la sustancia por analizar a la que se afiaden sustancias.
El método especifico aumenta cuando se mide para un Unico componente, es
selectivo cuando aumenta para todos los componentes seleccionados. La evaluacion
se hace en las soluciones primarias o en mezclas de diversas muestras. Su capacidad
es detectar una gama de microorganismos que pueden estar presentes en el articulo
de prueba. Se detecta por medio de la promocién que dependen del crecimiento para

demostrar la presencia o ausencia del microorganismo. Capacidad de detectar un
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panel de microorganismos aptos para demostrar que el método sirve al objetivo
propuesto. Esto se demuestra empleando el organismo adecuado.

2.5.3.5. Linealidad

Tiene que ver con la proporcionalidad entre la concentracion del analito y su
respuesta, es decir, si la técnica o método produce resultados directa o indirectamente
proporcionales a la concentracién a cantidad del analito dentro de un intervalo
determinado. Se considera un estudio de regresion. El cual consiste en estudiar la
relacion y su representacion mediante un modelo matematico cuando uno de los
valores no es aleatorio. Permite verificar que la relacion entre las cantidades
introducidas en el sistema de medicion y la respuesta instrumental es una recta que
debe pasar por el origen. El método que permite calcular la recta es el de "minimos
cuadrados”, el célculo de esto se puede complementarse mediante el calculo del
coeficiente de correlacion (es el reflejo de la proporcionalidad de la relacion entre dos
caracteres concentracion y respuesta). La determinacion del coeficiente de correlaciéon
r no permite por si sola verificar si la representacion de concentracion-respuesta
corresponde una recta. A partir de los resultados se obtiene la media y el coeficiente
de variacion expresado en porcentaje. Un valor bajo de este coeficiente permite
afirmar con certeza que la representacion concentracion—respuesta es una recta. Es la
capacidad para generar resultados que sean proporcionales a la concentracion de
microorganismos presentes en la muestra dentro de un intervalo dado. La r* no debera
ser menor al 95%. Se podra determinar mediante graficas visualmente si tiene un
efecto lineal, se debe hacer mediante métodos estadisticos adecuados. Se debera
presentar el coeficiente de correlacion, la interseccién con el eje de las ordenadas, la
pendiente de la linea de regresion, y la suma de los cuadrados residuales. Valoracion

de un farmaco o de un producto terminado = 90-110% de la concentracion de prueba.

2.5.3.6. Intervalo

Es el intervalo que existen entre los niveles superiores e inferiores de microorganismos
gue has demostrado poder determinarse con precision, exactitud y linealidad. Se
refiere a concentraciones inferior y superior del analito.
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2.6. Valoracion Microbioldgica de los Antibioticos.

La actividad o potencia de un antibiético puede demostrarse por la inhibicién del
crecimiento de microorganismos sensibles y especificos, frente a diferentes
concentraciones Optimas de un agente antimicrobiano. En los antibioticos puede haber
ligeros cambios quimicos que se traducen en pérdida de actividad antimicrobiana, que
no puede demostrarse por métodos quimicos, por esta razén, en caso de duda
respecto a la actividad de un antibidtico, los métodos de valoracion microbiolégica
prevalecen sobre los métodos quimicos. Para valorar microbiologicamente un

antibiético, se emplean dos métodos:

2.6.1. Método de difusién en agar.

Se basa en la difusion del antibiético desde un cilindro vertical, a través de una
superficie con agar inoculado con el microorganismo de prueba. La difusién origina
zonas de inhibicion del microorganismo cuyo tamafio (diametro) difundido en el agar
esta en relacion con la concentracion del antibiético que hace referencia a la
concentracion critica del farmaco (cantidad justa capaz de inhibir el crecimiento

microbiano bajo las condiciones de prueba después de un tiempo de incubacion.

Figuras 8.- Colocador de Penicilindros Figura 9.- Medicién de Halos de

inhibicién del antibi6tico

17



“VALIDACION DE LA ADECUACION DEL METODO FARMACOPEICO PARA LA
VALORACION DEL ANTIBIOTICO NEOMICINA , POR DIFUSION EN AGAR , PARA
ASEGURAR LA FIABILIDAD DE LOS RESULTADOS”

3.- JUSTIFICACION

Dentro de la industria Farmacéutica la validacién de un proceso es importante, se
refiere a los métodos analiticos que se usan para mejorar y acondicionar
principalmente un método dentro de un lugar especifico. El laboratorio de
microbiologia tiene un gran papel dentro de la industria farmacéutica, es el encargado
de hacer las pruebas necesarias para determinar si un determinado lote esta libre de
microorganismos patdgenos. Hacer una validacion de algin método implica la
obtencion de datos estadisticos como documentacion, la Industria Farmacéutica esta
regida por la FEUM, USP y normas oficiales. En la validacion de la valoracion del
antibiético Neomicina por el método de difusiéon en agar es de una gran importancia,
ya que para el método antes mencionado se puede desarrollar un protocolo
normalizado de operacion (PNO’s) con las caracteristicas y las condiciones
adecuadas de trabajo del laboratorio de microbiologia. Esto con el fin de encontrar el
método que cumpla con las expectativas que deseamos encontrar en los distintos
antibiéticos. Existen ciertos microorganismos que producen y tienen una actividad
inhibidora contra otros microorganismos, que les confiere propiedades que los sitdan
entre los productos de origen biologico, en donde estos se dividen en varias
categorias. Para llevar a cabo esta Validacion se realizara por el Método de difusiéon
en agar. Y de lo que se va a desarrollar en forma practica en sincronia con los datos
tedricos, buscaremos validar un método que cumpla con las caracteristicas que
nosotros consideremos que se adaptan mejor para el pleno desarrollo y obtencion de

los objetivos que queremos lograr.

4.- OBJETIVOS.

4.1. Objetivo general.

e Validar el procedimiento de la valoracion microbiologica del antibidtico
Neomicina por medio del método de difusion en agar, para el laboratorio de
microbiologia asegurando la fiabilidad de los resultados.
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4.2. Objetivos particulares.

e Validar el método de valoracion del antibidtico, aplicando los criterios
necesarios.

e Desarrollar la valoracion del antibiético con el método difusion de agar.

e De acuerdo a la literatura adecuar las cepas, medios de cultivo y equipos a
utilizar para llevar a cabo la validacion en el laboratorio de microbiologia.

e Después de la obtencién de datos de las pruebas experimentales tratar los
datos estadisticos para lleva acabo la validacion en el laboratorio de
microbiologia.

5.- MATERIAL Y EQUIPO.

-15 cajas petri de vidrio estériles
-1 pipeta de 25ml
-1 matraces 500ml
- Cilindros de acero inoxidable con las siguientes dimensiones:
-Diametro externo 8mm
-Diametro interno 6mm
-Longitud de 10mm
-colocador de cilindros
-2 pipetas de 1ml
-1 pinzas de acero inoxidable
-suficientes puntas para micropipeta de 200 pl
-1 frasco lechero para depositar la solucion concentrada de microorganismos
-1 pipeta de 5ml
-1 tubo de vidrio para realizar los factores de dilucion para estandarizar al
microorganismo
-suficientes puntas para la pipeta de 5ml
-1 probeta de 100ml
-Bafio de agua
-Espectrofotémetro que lea en un intervalo de 580nm.

-Medidores de zonas de inhibicion
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Figura 10 Tubos de ensayo de vidrio Figura 11.- Cajas de petri de virio

6.-METODOLOGIA

Se dividi6 la técnica en 5 dias por potencia para la valoracion del antibiético
Neomicina.

6.1. Dial

6.1.1. Solucién salinaal 1%

Pesar exactamente 1.0 g de cloruro de sodio, transferir esta cantidad a un matraz
aforado de 100.0 mL, agregar aproximadamente 50.0 mL de agua purificada, mezclar
perfectamente hasta la completa disolucion, aforar con agua purificada. Esterilizar por
calor himedo.

6.1.2. Preparar solucion reguladora de Fosfato de Potasio 0.1 M, pH 8.0£0.1
Pesar 16.73g de fosfato dibasico de potasio (K,HPO,) y 0.523g de fosfato monobéasico
de potasio (KH,PO,), transferirlos a un matraz aforado de 1,0 L, adicionar 500 ml de
agua purificada hasta que se disuelva completamente. Si es necesario ajustar el pH
con &cido Fosférico 18 N 6 Hidroxido de Potasio 10 N, segun se requiera, aforar con
agua purificada. Esterilizar por calor himedo.

6.1.3. Preparar Agar para Antibiético Num. 1. (A1A)

Pesar 30.5g de agar deshidratado por cada 1,0 L de agua purificada, transferir 15 ml
de este agar por tubo en total se trabajara con 14 tubos de boca ancha con tapa de
baquelita previamente etiquetados. Si es necesario ajustar el pH con &cido Clorhidrico
1.0 N 6 Hidréxido de Sodio 10 N segun se requiera, aforar con agua purificada.
Esterilizar por calor himedo. Una vez ya estériles los tubos con agar se tienen que

inclinar para asi dejar solidificar el agar para ser usados posteriormente.
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6.2 Dia 2
6.2.1. Siembra de microorganismos.
Sembrar los microorganismos prueba en un tubo con agar para antibiéticos nim. 1
(A1A) inclinado, sembrar por estria, previamente preparado.
e Staphylococcus aureus ATCC 6538P
e Staphylococcus epidermidis ATCC 12228
6.2.2. Incubacion de tubos.

Incubar los tubos inoculados a una temperatura de 32-352C por 24 horas.

6.2.3. Preparar el material parallevar a cabo la potenciay esterilizarlos.

Esterilizar el material mencionado en el punto 5 segun sea por calor himedo o seco.
6.2.4. Pesar estandar de referencia

En un pesafiltro transferir la cantidad necesaria de estandar de referencia, colocar el
pesafiltro destapado con una estufa vacia, secar a una atmosfera con 10% de
humedad relativa a 60°C y una presion de 5mmHg durante 3 horas. Al terminar abrir la
estufa, tapar inmediatamente el pesafiltro y colocarlo en un desecador con gel de
silice.Pesar con exactitud 10.0 mg de estandar de sulfato de Neomicina (Base anhidra)
de potencia quimica conocida, y aforarlo con un matraz volumétrico de 10.0 ml,
agregar 5.0 ml de solucion amortiguadora de fosfatos. Agitar perfectamente (si es
necesario meterlas a ultrasonido) hasta que el estandar este completamente disuelto y
aforar con solucién amortiguadora de fosfatos. La solucién tiene una concentracion
aproximada de 1.0 mg/ml. Solucién concentrada.

6.3. Dia 3
6.3.1. Resuspender crecimiento y volver ainocular
A partir de los tubos ya inoculados y pasado el tiempo de incubacion (24 horas),
resuspender el crecimiento adicionando 3.0 ml de solucion salina estéril al 1%,
obteniendo asi una suspensién controlada. Inocular con esa suspension resultante 5
tubos que contengan aproximadamente 15 ml de agar para antibiéticos nium. 1

e Etiquetar los tubos a inocular.

¢ Incubar los tubos a una temperatura de 32-352C por 24 horas.
6.3.2. Preparar la curvatipo (duracién en el refrigerador 14 dias). Ver anexo 1
6.3.2.1. Staphylococcus aureus
Tomando en cuenta que la farmacopea indica que la concentracion media de pg/ml
debe ser 10.0 pg/ml. Tomar una alicuota de la solucidon concentrada de 5.0 ml y
aforarla a 50.0 ml con solucién reguladora de fosfatos. La solucién tiene una
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concentracion aproximada de 100.0 pg/ml (0.1mg/ml) solucién stock. Homogeneizar
mecanicamente. De la solucion stock transferir a 5 matraces volumétricos de 50.0 ml
las siguientes cantidades: 3.0 ml, 4.0 ml, 5.0 ml, 6.0 ml y 7.0 ml respectivamente.
Puntos de la curva tipo que corresponden a las letras a, b, ¢, d y e. Aforar con solucién
reguladora de fosfatos. Las soluciones tienen una concentracion aproximada de 6.0,
8.0, 10.0, 12.0 y 14.0 pg/ml respectivamente.

6.3.2.2. Staphylococcus epidermidis

Tomando en cuenta que la farmacopea indica que la concentracion media de pg/ml
debe ser 1.0 pg/ml. Tomar una alicuota de la soluciéon concentrada de 1.0 ml y aforarla
a 100.0 ml con solucién reguladora de fosfatos. La solucion tiene una concentracion
aproximada de 10.0 pg/ml (0.01mg/ml) solucién stock. Homogeneizar mecanicamente.
De la solucién stock transferir a 5 matraces volumétricos de 50.0 ml las siguientes
cantidades: 3.0 ml, 4.0 ml, 5.0 ml, 6.0 mly 7.0 ml respectivamente. Puntos de la curva
tipo que corresponden a las letras a, b, ¢, d y e. Aforar con solucion reguladora de
fosfatos. Las soluciones tienen una concentracion aproximada de 0.6, 0.8, 0.10, 0.12y
0.14 pg/ml respectivamente.

6.3.3. PRODUCTO TERMINADO (SUSPENSION DE SULFATO DE NEOMICINA).
6.3.3.1. Staphyloccocus aureus.

Tomar una alicuota de 3.0 mL de la suspension de sulfato de Neomicina (equivalente
a 29.32 mg de Neomicina base aproximadamente) y transferirla a un matraz
volumétrico de 50.0 mL, agregar aproximadamente 20 mL de soluciébn amortiguadora
de fosfatos, homogeneizar mecanicamente. Aforar con el mismo diluyente. La solucion
tiene una concentracion aproximada de 0.5864 mg/mL. De la solucion anterior tomar
una alicuota de 3.0 mL y transferila a un matraz volumétrico de 50.0 mL
homogeneizar mecanicamente, aforar con solucién amortiguadora de fosfatos. La
solucion tiene una concentracion aproximada de 0.0351 mg/mL. De la solucién anterior
tomar una alicuota de 8.0 mL y transferirla a un matraz volumétrico de 25.0 mL
homogeneizar mecanicamente, aforar con solucion amortiguadora de fosfatos La
solucién tiene una concentracion aproximada de 0.0112 mg/mL. Solucién problema
ajustada a la concentracion del punto medio de la curva tipo.

6.3.3.2. Para Staphyloccocus epidermidis.

Tomar una alicuota de 3.0 mL de la suspension de sulfato de Neomicina (equivalente
a 29.32mg de Neomicina base aproximadamente) y transferila a un matraz
volumétrico de 50.0 mL, agregar aproximadamente 20 mL de solucion amortiguadora
de fosfatos, homogeneizar mecanicamente. Aforar con el mismo diluyente. La solucion

tiene una concentracion aproximada de 0.4398 mg/mL. De la solucion anterior tomar
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una alicuota de 3.0 mL y transferira a un matraz volumétrico de 50.0 mL
homogeneizar mecanicamente, aforar con solucion amortiguadora de fosfatos. La
solucién tiene una concentracion aproximada de 0.0351 mg/mL. De la solucién anterior
tomar una alicuota de 7.0 mL y transferirla a un matraz volumétrico de 25.0 mL
homogeneizar mecanicamente, aforar con solucion amortiguadora de fosfatos La
solucién tiene una concentracion aproximada de 0.0985 mg/mL. Solucion problema

ajustada a la concentracion del punto medio de la curva tipo

6.4. Dia 4
6.4.1. Resuspender crecimiento
Trascurrido el tiempo de incubacién (24 horas a un a temperatura de 32-352C) de los
microorganismos en tubos inclinados inoculados el dia 3, resuspender el crecimiento
de cada tubo con 3 ml de solucion salina estéril al 1%, La suspension obtenida de
todos los tubos se recolecta en un frasco lechero para cada microorganismo para
ajustar la solucién original. Para ajustar la suspension, diluir una alicuota usando el
factor de dilucién para cada microorganismo: S. aureus fd=1:20 (1ml de la suspension
original y 19 ml de solucién salina al 1%) y para S. epidermidis fd=1:24 (1ml de la
suspension original y 23 ml de solucién salina al 1%), pasar poco a poco esta solucion
a una celda y leer en el espectrofotometro el porciento de trasmitancia a 580nm, la
dilucion de la suspensién original debe tener una lectura del 25% +2. Este solo sirve
de referencia para ajustar la trasmitancia de la suspension original (esta es la que se
inocula en la capa siembra).
NOTA: No llevar la suspension original a un a trasmitancia del 25%, lo que se lleva a
esa trasmitancia son las diluciones 1:20y 1:24.

1%T-adicionar microorganismo

1 %T-adicionar solucion salina al 1%
6.4.2. Aplicacion del método de difusiéon en agar
Capa base: Preparar el volumen necesario de medio de cultivo Antibiético No. 11. Se
requieren 21.0 ml de medio de cultivo estéril, fundido y mantenido en bafio maria entre
48 y 50 °C aproximadamente para cada caja, tomando en cuenta que se requieren tres
placas por muestra problema y 12 para la curva tipo. Dejar solidificar sobre una
superficie plana y a nivel, dejar las tapas de las cajas entre abiertas para evitar la
acumulacion de agua de condensaciéon. Capa siembra: Preparar el volumen necesario
de medio de cultivo Antibiético No. 11, considerando que cada caja debe contener 4.0
ml de capa siembra. De la solucién de prueba obtenido en la preparacion del

microorganismo adicionar si es Staphylococcus aureus ATCC 6538P 1.0 ml de inoculo
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0 de Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 1.0 ml por cada 100 ml de medio de
cultivo (capa siembra). Homogenizar él inoculo con el medio de cultivo, mediante
movimientos rotatorios. Con una pipeta estéril medir 4.0 ml del medio de cultivo
inoculado y depositarla en cada placa con capa base solidificada. Extender la capa
uniforme y rapidamente y dejar solidificar en un plano horizontal

6.4.3. Procedimiento de la técnica.

Colocar 6 cilindros a intervalos de 60 grados sobre las cajas ya antes mencionadas
tanto para la curva tipo como para la muestra sobre la superficie del agar por medio
del aplicador de cilindros.

Llenar los cilindros con una micropipeta con 200.0 pl de las diluciones
correspondientes y de la muestra (s).

Para la Muestra: de los seis cilindros que contiene cada una de las tres cajas, llenar
alternadamente tres de ellos con la solucibn muestra y los tres restantes con la
solucion del estandar que contiene la concentracion media de la curva tipo que es el
punto de referencia o punto central de la curva (Punto C).

Para la Curva tipo: para cada punto de la curva a, b, d y e se requieren 3 placas por
muestra, cada una de ellas con 6 cilindros. De los cilindros de cada caja, llenar
alternadamente 3 cilindros con la disolucion correspondiente (a, b, d y €) y los 3
restantes con el punto de referencia o punto central de la curva (Punto C). De esta
manera se obtendran 36 zonas de inhibicion para la concentracion de referencia
(Punto C) y 9 para los demas puntos de la curva (a, b, d y e). Incubar las caja con la
tapa bien sujetada a la base a 35 °C + 2 C de 16 a 18 hrs. Pasado el tiempo de
incubacion medir el diametro del halo de inhibicion con un medidor de halos. Registrar

los datos obtenidos para realizar los calculos posteriores.

6.5. Dia 5

6.5.1. Leer la potencia

Una vez pasado el tiempo de incubacion sacar la potencia y leer los halos de inhibicion
con ayuda del lector de halos de inhibicion, se deben obtener zonas de inhibicion de
tamafio (14mm-16mm de diametro).

6.5.2. Calculos.

Promediar las 36 zonas de inhibicion de cada una de las concentraciones de la
solucién de referencia 6 del punto central de la grafica (punto c). Este punto
corresponde al punto de correccién de la curva, con el cual se corrigen los promedios
de cada una de las concentraciones de los demas puntos de la curva tipo (Puntos a, b,

dy e). Promediar las 9 lecturas de cada punto restante de la curva tipo (Puntos a, b, d
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y €). Efectuar la correccion de la siguiente manera: si el promedio de las 36 lecturas de
la solucion de referencia (punto ¢) es mayor al valor promedio de las lecturas del punto
¢ en cualquiera de las concentraciones de la curva, la diferencia se suma, si por el
contrario el promedio del estdndar es menor, la diferencia se le resta, para asi corregir
el valor de este punto.
Ejemplo 1:
Promedio St=17.2 mm
Promedio punto ¢ = 17.0 mm
Promedio punto a = 16.3 mm
Por lo tanto:
17.2-17.0 = 0.2 (diferencia)
Valor corregido punto a=16.3 + 0.2 =16.5
Ejemplo 2:
Promedio St=17.2 mm
Promedio punto ¢ = 17.5 mm
Promedio punto a = 16.3
Por lo tanto:
17.2-17.5 = -0.3 (diferencia)
Valor corregido punto a = 16.3 - 0.3 =16.0
Trazar la linea dosis-respuesta en una grafica semilogaritmica de doble ciclo usando la
concentracion en pg/ml en las ordenadas (escala logaritmica) y el diametro de las
zonas de inhibicién en las abcisas (escala milimétrica). La linea dosis-respuesta se
traza a través de los valores corregidos o bien obtener los puntos H (Punto mas alto) y

L (Punto més bajo) mediante las siguientes ecuaciones:

Ja+2b+c—e Je +2d + c—a
N 5 = 5
Ecuacion 1.- Célculo del valor mas pequefio Ecuacion 2.- Calculo del valor mas grande
en la curva en la curva

Donde:

L= Didmetro de la zona de inhibicion en milimetros para la concentracion mas baja de
la SRef.

H=Diametro calculado de la zona de inhibicibn en milimetros para la concentraciéon
mas alta de la SRef.

a, b, ¢, d, e= Promedios de los valores corregidos para las concentraciones de la Sref.
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Registrar los puntos L y H en la gréafica del formato para obtener el punto central de la

curva y de esta manera estimar la potencia de las muestras.

6.5.3. Estimacioén de la potencia de la muestra

Promediar los diametros de las zonas de inhibicion de la Sref (punto c) y de la muestra
en las tres placas empleadas. Si el promedio del didmetro de las zonas de inhibicién
de la muestra es mayor que el de la Sref, sumar la diferencia entre ellos al dimetro de
la concentracion media de referencia de la curva estandar. Si el promedio del dimetro
de las zonas de inhibicion de la muestra es mayor que el de la Sref, sumar la
diferencia entre ellos al diametro de la concentracion media de referencia de la linea
dosis respuesta de la curva estandar, por el contrario si el promedio del diametro de
las zonas de inhibicion de la muestra es mas baja que la de la Sref. Interpolar en la
linea dosis respuesta el valor  corregido para obtener la concentracion
correspondiente. De esta manera se obtendra la potencia de la muestra.

Reportar en el formato correspondiente.

6.5.4. Validacion de latécnica de Valoracion de Antibidtico

Esta se va a llevar acabo midiendo los parametros mencionados en el punto 2.5.6. y
tratando estadisticamente los resultados obtenidos de las potencias microbiolégicas
gue se llevaron a cabo.
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7. RESULTADOS

La validacién de la valoracion del antibiético Neomicina se llevo a cabo en 2 etapas

7.1. Etapa 1: Seleccién del microorganismo de prueba

El objetivo de esta etapa fue seleccionar a un microorganismo de prueba
exclusivamente con el cual se va a realizar la validacion, esto se hizo de acuerdo a las
caracteristicas que presentaron los microorganismos a lo largo de las potencias ya
realizadas y a su comportamiento mismo, como el crecimiento, la facilidad de
observaciéon de los halos de inhibicion al igual que los diametros de los halos de
inhibicién.
Se trabajaron con dos microorganismos de prueba recomendados segun la FEUM con
especificaciones explicitas durante la prueba, los m.o. de prueba son:[2], ver anexo 3

e S.aureus ATCC 6538P

e S epidermidis ATCC 12228
Se realizaron 3 potencias con los 2 microorganismos bajo las mismas condiciones de
temperatura, tiempo de incubacién del microorganismo, trasmitancia del

microorganismo, etc., por potencia

7.1.1. Primera potencia.
7.1.1.1. S. epidermidis

Se escogid un numero de lote especifico para poder lleva acabo la seleccion del
microorganismo. El lote analizado fue el numero 10938. La potencia se dividié por 5

dias de la semana, ver punto 6.

Para la lectura de la potencia

e Total de horas de incubacién: 17h
e Temperatura inicial de incubacion: 34.52C

e Temperatura final de incubacion: 342C

Se obtuvieron una serie de valores en la lectura con el medido de halos, los cuales se

muestran en la tabla 4.
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Tabla 4.- Datos de la primera potencia con S.epidemidis (mm)

a c b c d c e c |[10938 c

12,4 146 (146 | 14 (136 14 | 142 | 14 | 13,8 15

13 13 | 13,8 | 142 | 15 | 13,8 | 14 | 13,6 | 14,2 | 14,8

14,8 | 13,8 | 13,6 | 14,4 | 14,2 | 13,8 | 14,6 | 13,8 | 14,6 | 14,8
14 15 (13,8 | 13,6 | 14,2 | 14 15 | 13,6 14 14,4

12,8 | 13,8 | 14 14 | 13,4 | 13,6 | 14,2 | 13,8 | 14,2 | 13,8

12,8 | 13,2 (13,4 | 142 | 142 [ 142 | 146 | 14 | 14,6 14

13,2 | 14,6 | 13,6 | 13,8 | 13,8 | 14,2 | 14,2 | 14,2 | 14,4 14

13,8 14 | 13,8 | 14,2 | 14,2 | 144 | 14,8 | 13,8 | 14,4 | 13,8

12,8 | 13,8 | 13,6 | 14 14 | 14,2 | 14,2 | 13,8 14 14

13,29 (13,98 | 13,80 | 14,04 | 14,07 | 14,02 | 14,42 ( 13,84 | 14,24 | 14,29

Una vez que se tienen los datos hay que hacer correccion de los valores ya obtenidos,

calculando asi mismo la diferencia de C.

Tabla 5.- Datos de la potencia con S. epidermidis

Diferencias de "c" Valores corregidos volumen Conc Conc pg/ml
C -0,01 a 13,28 3 0,006 6
C -0,07 b 13,73 4 0,008 8
C -0,05 d 14,02 5 0,010 10
C 0,13 e 14,55 6 0,012 12
C -0,32 10938 13,93 7 0,014 14

Segun la ecuacion 1y 2 se debe calcular L y H de la curva tipo

Tabla 6.- Punto bajo y alto de la curva tipo para S. epidemidis (mm)

L H

13,35 14,47

Una vez teniendo esos puntos se calcula por medio de la ecuacion de la recta, la
pendiente y la ordenada al origen como se indica en el ejemplo del Anexo 4, una vez

teniendo esos valores sustituimos en la ecuacion de la recta y se calcula la valoracion.

Tabla 7.- Valores de la pendiente y Tabla 8.-Valores de la valoracién
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ordenada al origen de antibiético Neomicina
m 7,09 % 102,79
b -88,57 cantidad| 753,42

Curva Tipo
100

10 ./

Concentracion {mg/ml)

1 T T T
13,30 13,50 13,70 13,90 14,10 14,30 14,50

Halo de inhibicion {mm)

Figura 12.- Curva tipo de S. epidemidis de la primera potencia.

7.1.1.2. S. aureus

Para la lectura de la potencia
e Total de horas de incubacion: 17h
e Temperatura inicial de incubacion: 34.52C
e Temperatura final de incubacion: 343C
Se obtuvieron una serie de valores en la lectura midiendo los de halos, los resultados

de esa medicidon se muestran en la tabla 9.anexo 2

Una vez que se tienen los datos hay que hacer correccion de los valores ya obtenidos,
calculando asi mismo la diferencia de C .tabla 10 anexo 2

Segun la ecuacioén 1y 2 se debe calcular L y H de la curva tipo

Tabla 11.- Punto bajo yalto de la curva tipo para S. aureus(mm)
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L H

14,03 14,84

Una vez teniendo esos puntos se calcula por medio de la ecuacion de la recta, se
debe calcular la pendiente y la ordenada al origen como se indica en el ejemplo del

Anexo 4, una vez teniendo esos valores sustituimos en la ecuacion de la recta y se
calcula la valoracion.

Tabla 12.- Valores de la pendiente y Tabla 13.-Valores de la valoracion
ordenada al origen de antibiético Neomicina
m 9,78 % 97,31
b -131,22 cantidad| 713,32

Curva Tipo
100

1o e
/

Concentracion (mg/ml)

1 T T T
14,00 14,20 14,40 14,60 14,80

Halo de inhibicion {(mm)

Figura 13.- Curva tipo de S. aureus de la primera potencia.

7.1.2. Segunda potencia.
7.1.2.1. S. epidermidis
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Para la lectura de la potencia

e Total de horas de incubacién: 17h

e Temperatura inicial de incubacion: 34.32C

e Temperatura final de incubacion: 34.32C
Se obtuvieron una serie de valores en la lectura con el medido de halos, los cuales se
muestran en la tabla 14. anexo 2
Una vez que se tienen los datos hay que hacer correccién de los valores ya obtenidos,
calculando asi mismo la diferencia de C. ver tabla 15 anexo 2

Segun la ecuacion 1y 2 se debe calcular L y H de la curva tipo

Tabla 16- Punto bajo y alto de la curva tipo para S. epidemidis (mm)

L H

14,10 14,63

Una vez temiendo esos puntos se calcula por medio de la ecuacion de la recta, se
debe calcular la pendiente y la ordenada al origen como se indica en el ejemplo del
Anexo 4, una vez teniendo esos valores sustituimos en la ecuacion de la recta y se

calcula la valoracion.

Tabla 17.- Valores de la pendiente y Tabla 18.-Valores de la
valoracion ordenada al origen de antibidtico Neomicina
m 15,00 % 101,85

b -205,47 cantidad| 746,53
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Curva Tipo

100

10 /

Concentracion {mg/ml)

1 T T T T T T 1
14,00 14,10 14,20 14,30 14,40 14,50 14,60 14,70

Halo de inhibicion {mm)

Figura 14.- Curvatipo de S. epidermidis de la segunda potencia.

7.1.2.2. S. aureus

Para la lectura de la potencia

e Total de horas de incubacion: 17h

e Temperatura inicial de incubacion: 34.52C

e Temperatura final de incubacion: 343C
Se obtuvieron una serie de valores en la lectura con el medido de halos, los cuales se
muestran en la tabla 19. Anexo 2

Una vez que se tienen los datos hay que hacer correccion de los valores ya obtenidos,
calculando asi mismo la diferencia de C.tabla 20 anexo 2

Segun la ecuacioén 1y 2 se debe calcular L y H de la curva tipo

Tabla 21.- Punto bajo y alto de la curva tipo para S. aureus

L H

14,78 15,99

32




“VALIDACION DE LA ADECUACION DEL METODO FARMACOPEICO PARA LA
VALORACION DEL ANTIBIOTICO NEOMICINA , POR DIFUSION EN AGAR , PARA
ASEGURAR LA FIABILIDAD DE LOS RESULTADOS”

Tabla 22.- Valores de la pendiente y Tabla 23.-Valores de la valoracion
ordenada al origen de antibiético Neomicina
m 6,62 % 93,52
b -91,79 cantidad| 685,51

Curva Tipo

100

Q=

Concentracion {mg/ml)

1 1 T 1 T
14,00 14,20 14,40 14,60 14,80

Halo de inhibicion (mm)

Figura 15.- Curva tipo de S. aureus de lasegunda potencia.

7.1.3. Tercera potencia.

7.1.3.1. Para S. epidermidis

Para la lectura de la potencia

e Total de horas de incubacion: 17h

e Temperatura inicial de incubacion: 34.62C

e Temperatura final de incubacién: 34.32C
Se obtuvieron una serie de valores en la lectura con el medido de halos, los cuales se
muestran en la tabla 24 anexo 2.
Una vez que se tienen los datos hay que hacer correccion de los valores ya obtenidos,
calculando asi mismo la diferencia de C. tabla 25 anexo 2
Segun la ecuacion 1y 2 se debe calcular L y H de la curva tipo
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Tabla 26.- Punto bajo y alto de la curva tipo para S. epidemidis

L H
14,32 14,59
Tabla 25.- Valores de la pendiente y Tabla 26.-Valores de la
valoracién ordenada al origen de antibiético Neomicina
m 30,00 % 102,86
b -423,70 cantidad| 753,97

Curva Tipo

100

10 -/
/

Concentracion {mg/ml)

1 T T
14,30 14,40 14,50 14,60

Halo de inhibicion {mm)

Figura 16.- Curva tipo de S. epidemidis de la tercera potencia.

7.1.3.2. Para S. aureus

Para la lectura de la potencia
e Total de horas de incubacion: 17h
e Temperatura inicial de incubacion: 34.52C
e Temperatura final de incubacioén: 342C

Se obtuvieron una serie de valores en la lectura con el medido de halos, los cuales se
muestran en la tabla 29 anexo 2

Una vez que se tienen los datos hay que hacer correccion de los valores ya obtenidos,
calculando asi mismo la diferencia de C.tabla 30 anexo 2
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Segun la ecuacién 1y 2 se debe calcular L y H de la curva tipo

Tabla 31.- Punto bajo y alto de la curva tipo para S. aureus

L H
14,86 15,11
Tabla 32.- Valores de la pendiente y Tabla 33.-Valores de la valoracion
ordenada al origen de antibiético Neomicina
m 32,14 % 101,51
b -471,79 cantidad| 744,05

Curva Tipo

100

10 s

——

Concentracion {mg/ml)

1 T T T
14,80 14,90 15,00 15,10

Halo de inhibicion {mm)

Figura 17.- Curva tipo de S. aureus de la tercera potencia.
7.2. Etapa 2: Validacion de la valoracion del antibiético Neomicina.

La segunda etapa se realizo, comparando un placebo cargado elaborado por el
analista y asi comparar con el lote 10919 que el departamento de produccion nos
proporciono:

7.2.1. Determinacion de la Exactitud:
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Se determina cuando se dispone de patrones cuyo el valor se conoce. Se aprecia por
la diferencia entre la medida observada (Xi) y un valor tedrico (X): (Xi-X)

Un analista debe preparar el placebo analitico con el tipo de componentes que
generalmente estan presentes en la muestra. A la cantidad de placebo analitico
equivalente a una muestra analitica por sextuplicado adicionarle la cantidad de analito
correspondiente al 100% de éste en la muestra. Determinar la cantidad recuperada del
andlito. Calcular el promedio aritmético, la desviacion estandar (S), el coeficiente de
variacion (CV) y el intervalo de confianza para la media poblacional del porcentaje de
recobro. Ver anexo 6

El analito de pureza conocida o estandar de referencia fue el placebo cargado
elaborado dentro del laboratorio de microbiologia con las materias especificas
proporcionadas por el departamento de almacén y la muestra va a ser el Nineka

suspension elaborado por el departamento de produccion con lote 10919.

Para esto se realizaron 3 potencias del placebo cargado y 3 potencias del lote 10919.

Tabla 36 Datos de las valoraciones del Placebo cargado y muestra del lote 10919

valoracién
% cantidad
placebo cargado 97.27 713.04
placebo cargado | 105.73 775.04
placebo cargado | 101.51 744.05
10919 93.05 682.04
10919 101.51 744.05
10919 97.28 713.05

Al calcular la exactitud de todas las muestras con la formula de:

Exactitud = (Xi — X)

Ejemplo

Tabla 37 Ejemplo para deteminar la exactitud
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Flaceho Cantidad Cantidad % de recobro
adicionado adicionada recuperada {v)
1 50.00 50.04 100.08
2 50.10 50.35 100.58
3 50.00 50.11 100.22
4 49.490 49,85 99.98
5 50.00 50.23 100.48
] 50.00 49.93 95.88

Dando asi un valor de exactitud de 2.37%

7.2.1. Determinacion de la Precision:
Se midi6 por medio de 2 parametros que fueron: REPETIBILIDAD Y
REPRODUCIBILIDAD.
Para poder determinar la reproducibilidad se tienen que reunir varias condiciones
como son:

e Mismo técnico

e Misma muestra

e Mismo laboratorio

¢ Mismos aparatos

e Mismos reactivos

e Misma serie de analisis.

Lo cual se cumplio obteniendo asiun % de valoracién promedio de la muestra del

Tabla 38. Valoracion promedio de lamuestra

valoracién
% cantidad
| 10919 105.27 713.04

Con respecto a la Reproducibilidad se puede realizar por 2 medios:
¢ Reproducibilidad en el laboratorio

e Reproducibilidad entre laboratorios.

La que se llevo a cabo fue en el laboratorio, realizada en una o varias series, se realizo

con los mismas reactivos y patrones, el mismo dia, por diferentes analistas.

Tabla 39 Valores de reproducibilidad
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valoracién
% cantidad
AnalistaA 103.27 758.04
Analista B 105.73 775.04

7.2.3. Determinacion de la Especificidad:

Se diferencio el analito de interés que fue la Neomicina en el producto Nineka
suspension, aunque la formulacion contiene pectina y caolin la técnica Unicamente
sirve y forma halos de inhibicion en relaciéon con la concentracién del antibidtico
Neomicina como se muestra en la figura 34.

Figura 18. Especificidad de Neomicina

Esto se logra filtrando la muestra llevando a cabo las 3 diluciones que marca la FEUM
para poder llegar a una concentracion de 1mg/ml de realizar la curva tipo, la filtracion
se realizo entre la dilucién 1 para pasar a la 2da dilucién tomando de la primera
dilucion 3ml para seguir con las diluciones posteriores y asi 2 reteniendo asi la
concentracion deseada. Esta filtracion nos vas ayudo a retener el caolin y la pectina de
la muestra a valorar permitiendo obtener Unicamente el paso de Neomicina que es

soluble y un bajo porcentaje de caolin y pectina.

Criterio de aceptacion
La respuesta del método Unicamente debe ser debida al analito.
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7.2.4. Determinacion de la Linealidad:

Un analista debe preparar por lo menos 5 niveles de concentraciéon de la solucién de
referencia ya sea por dilucién o por pesadas independientes. La concentracion central
debe ser igual al 100% en la muestra procesada para su medicion. Medir la respuesta
analitica bajo las mismas condiciones de medicion, reportar la relacion concentracion

contra respuesta analitica. Ver anexo 5

Criterios de Aceptacion:
r2=0.98

Se va a determinar por medio de la concentracion del analito y la respuesta,
dictaminando si la técnica produce resultados directa o indirectamente proporcionales
a la concentracion. (FEUM 9 ed.)[4]

De los resultados obtenidos de las potencias realizadas se debe calcular un contraste

lineal Lp

L,p= —2a—b+d+ 2e

Tabla 40 Valores de la linealidad

b 2.247
M -0.0890
R 0.981

Por medio de los resultados obtenidos se calculo por el método de minimos cuadrados
(FEUM 9na ed.):
El valor de la pendiente con la formula:

Lp

b= —-——
d3

90 lng[ﬁj

Calcular el logaritmo de la muestra de la potencia relativa de la muestra

muestra
9=h

Po lo tanto se calcula el coeficiente de correlacion r
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Figura 19.- Ejemplo de grafica con linealidad

8.- CAMBIOS REALIZADOS UNA VEZ REALIZADA LA VALIDACION

Lo que se esperaba en esta etapa es cambiar algunos de los puntos que la FEUM nos
indica que se deben realizar en su MGA-100 como llevar a cabo:

Los datos que se muestran en los puntos 7.2.1 hasta 7.2.4 se llevaron a cabo bajo los
puntos que se querian cambiar en la metodologia en la FEUM que son:

e La siembra del microorganismo llevarlo de tubos a cajas petri estériles con

agar, ya que tiene mayor area superficial, por lo tanto seria equivalente a la
cantidad de tubos que la FEUM nos indica que es necesario.

Esto fue posible ya que se demostré experimentalmente que el crecimiento del
microorganismo es exactamente igual que en el tubo de agar, se decidi6 dejar la caja
petri debido a que tiene una mayor area superficial y esto nos permite disminuir la
cantidad de agar empleado para la cultivacion del microorganismo como se muestra
en la tabla 41:

Tabla 41.- Resultados para el tratamiento del microorganismo
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Tubo de ensaye con rosca de vaquelita

Caja petri
Mayor area  superficial de
crecimiento

Es necesario 21ml de agar por
caja petri

Se necesitan 2 cajas para la
valoracién de la muestra

Menor area de suerficie de
crecimiento

Es necesario 15 ml de agar por
tubo de ensaye

Se necesitan 6 tubos para la

valoracion de la muestra

)
%y

e Se busco que la trasmitancia del microorganismo no se lleve a la dilucién
segun el factor que marca la FEUM por el microorganismo de prueba , por lo
cual se busco un margen de trasmitancia de la solucion concentrada para

poder omitir el paso de realizacion del factor de dilucion (fd) correspondiente.

Se trabajo con la trasmitancia del microorganismo ya que la FEUM nos indica que
deben realizarse un factor de dilucion para el microorganismo: S. aureus fd=1:20 (1ml
de la suspension original y 19 ml de solucién salina al 1%) y leer en el
espectrofotometro el porciento de trasmitancia a 580nm, la diluciéon de la suspension
original debe tener una lectura del 25% *2., esto se logro modificar realizando en las 3
potencias las diluciones como se muestra en la tabla 36, en las cuales también se
midio la absorbancia de la solucién concentrada como se muestra en la tabla 36.

Tabla 42.- valores de la trasmitancia de S. aureus

Factor de dilucién 1/20

Solucién concentrada

24.6 1.2
25.4 1.2
26.8 1.2

Teniendo asi como resultado que para llevar acabo el método se puede medir la
trasmitancia de la soluciéon concentrada con una lectura de 1.2, evitando de esta forma

la realizacién del factos de dilucién 1/20 para este microorganismo.

e La eliminacién del agua de condensacién en las cajas petri durante la

incubacion de las mismas, posterior a la lectura de los halos de inhibicion.
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La eliminacion del agua de resolvié colocando las cajas petri en la incubadora lo mas

separadas posibles y sin empalmar lo menos posible una sobre otra debido a que esto

provoca agua de condensacion a lo largo de su incubacion, en dado caso que se

llegase a formar una minima cantidad de agua antes de la lectura de las placas se

soluciono quitando la tapa de las cajas antes de sacarlas de la incubadora evitando asi

gue el agua desprenda gotas sobre la placa en el trascurso la incubadora el lugar de

lectura, alterando asi los resultados debido a que puede llegar a interferir por el barrido

que el microorganismo puede sufrir.

Es muy importante antes de validar saber que parte del método se va a cambiar o

adecuar para obtener una mayor fiabilidad de los resultados, teniendo asi la validacion

de la adecuacién del método farmacopéica cumpliendo con los pardmetros de

desempefio, para el laboratorio de microbiologia.

Tabla 43 Resultados de los pardmetros de desempefio

Parametro de Prueba Criterio de aceptacion Resultado
desempefio
El porcentaje de 2.37%
Exactitud Porcentaje de recobro recobro no debe ser
mayor al 3%
Precision Coeficiente de variacion CV=3% 2.46%
La respuesta del
Especificidad Especificidad método Unicamente cumple
debe de ser del analito
Linealidad Coeficiente de r=0.98 0.981
correlacion r?
Intervalo Intervalo de confianza 90-110% 105.3%
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8.- DISCUSION DE RESULTADOS

Para poder llevar a cabo la validacion de la valoracién del antibiético Neomicina para
el laboratorio de microbiologia en la empresa Novag Infancia S.A. de C.V., se
desarrollo en 2 etapas muy importantes para poder obtener la fiabilidad de los
resultados de cada etapa. En primer lugar se tuvo que llevar a la reproducibilidad el
método indicado en la FEUM para ver si las especificaciones que nos indica dicho
texto oficial coinciden con las que cuenta el laboratorio y una vez teniendo esto en
cuenta proceder con la segunda etapa que es la mas importante para esta validacion
debido a que los parametros que se desean cambiar seran evaluados en esta etapa
para ver si el método es reproducible o no.

Lo primero que se tiene que hacer cuando vas a validar una adecuacion de un método
farmacopéico es comprobar que se cuenta con todo lo necesario ya sean equipos,
material, medios de cultivo, microorganismos, etc, que se vaya a utilizar para llevar a
cabo la prueba, una vez que comprobamos que se cuenta con todo lo necesario
debemos llevar a la reproducibilidad dicho método en estamos hablando del método
para la valoracion de un antibiético, una vez que se llevé a la reproducibilidad se
detectaron los puntos en los cuales se hizo la adecuacion debido a que el laboratorio
no cumplia con todas las condiciones y materiales para que se realizara el
experimento segun la FEUM, por lo tanto se prosigui6é quedarse con un solo
microorganismo debido a la comodidad y la facilidad para dejar establecido solo uno
de los 2 que marca la FEUM.

Para la etapa 1 lo que se pretendia era eliminar a uno de los microorganismos que la
FEUM nos sugiere para llevar a cabo la técnica farmacopéica de la valoracion del
antibiético Neomicina, y dejar asentado en el procedimiento validado dentro del
laboratorio de microbiologia la técnica con el microorganismo de mayor facilidad de
manejo y que cumpla las especificaciones requeridas para la evaluacion de dicha
técnica.

La valoracién del antibidtico se dividié en 5 dias 0 1 semana completa, en la primera
etapa se tuvo que realizar la valoracion exactamente como indica la FEUM con los 2
microorganismos, bajo las condiciones que marcaba, para esto se analizo un lote que
el area de Produccion facilité para poder hacer la seleccibn de uno de los
microorganismos, el lote que se proporcioné fue el lote Nineka 10938. Con el cual se
realizaron 3 potencias con cada microorganismo, cada una de ella se metié con

parametros idénticos para los 2 diferentes microorganismos como son la temperatura
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gue estuvo dentro del rango de 33-35 °C, incubando un tiempo de 17 horas por
potencia, se prosiguido a medir los halos de igual forma y tratar los datos para poder
calcular el resultado de la valoraciobn como se muestra en los resultados.

Es importante tomar en cuenta que durante la valoracion hay que cuidar pardmetros
gue pueden llegar a afectar a la prueba como son la temperatura del medio de cultivo
de la capa siembra, la temperatura a la cual se incuba la prueba, el tiempo de
incubacién gue sea exacto, el agua de condensacion, que estos fueron los parametros
gue se cambiaron durante la validacion.

De las 3 potencias que se realizaron se puede analizar que el microorganismo mas
adecuado para la validacion es Staphyloccocus aureus con ATCC 6538P debido a
gue hay una gran facilidad en su manejo y que cumple con las especificaciones de la
FEUM la cual nos dice que el diametro de los halos de inhibicion del antibiético debe
estar en un promedio de los 14-16mm lo cual Staphyloccocus epidermidis con ATCC
12228 tiene valores por debajo de ese parametro.

Ademas de que visiblemente los halos de inhibicion para S. aureus son muy notables y
sin problemas de lectura callendo dentro de los pardmetros de valoracion para el
antibidtico Neomicina de 90-110%. Lo especificado en su monografia interna de la
empresa.

Las 3 potencias realizadas fueron del mismo frasco tomando las alicuotas necesarias
para poder llevar a cabo el andlisis. Tomando en cuenta que la efectividad de la
suspension disminuyo de la primera potencia a la tercera debido a que una vez que el
frasco se abre la duraciéon de fases homogéneas es de un poco mas de una semana,
debido a que se empieza a oscurecer la suspension y se empieza a formar una piedra
en el fondo del frasco contenedor, perdiendo asi posiblemente parte del sulfato de
Neomicina a valorar, por lo cual hay una diferencia entre una potencia y otra de
aproximadamente 5 unidades del mismo microorganismo.

Esta primera etapa arroj6 como resultado que el microorganismo con el cual se va a
validar la técnica farmacopéica con el microorganismo S. aureus por su excelente
manejo y desarrollo a lo largo del andlisis, ademas de que su crecimiento es mucho
mas rapido y proliferado que S. epidermidis.

Para la segunda etapa ya que se tenia el microorganismo con el cual se valido la
adecuacion nos enfocamos a los puntos que queriamos eliminar o bien modificar ya
gue causaba problemas y repercutia en ocasiones en la lectura de los halos de
inhibicién, para esto la FEUM nos indica como poder validar la adecuacion que se le
hizo al laboratorio de microbiologia en el cual nos basamos en la categoria 1 donde es

posible evaluar Unicamente al analito de interés bajo los parametros de desemperios
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gue ya se describieron mas arriba en el trabajo, por lo tanto lo Unico que se prosiguio a
realizar fueron los calculos de los parametros y deliberar si la técnica con los cambios
propuestos era realmente confiable para poder aplicarlo ya al laboratorio de
microbiologia, y checando los resultados obtenidos se puede deducir que la
adecuacion del método es optima debido a que el porcentaje de valoracién que se
obtiene ya con los cambios realizados, estan dentro de los limites de valoracion para la
Neomicina, como se puede observar nunca sobrepasa el 110 % de la potencia del
antibiético, esto esta ya especificado en la monografia interna de la empresa.

Es muy importante que para poder adecuar un método o técnica farmacopeica se
tenga en cuenta que es lo que se va a realizar ya que puntos en la técnica se puede
adecuar o modificar esperando que el método cumpla con el propdsito, en este caso el
adecuar el método no causo problema ya que al valorar de nuevo el antibidtico
Neomicina se observo que los resultados obtenidos tienen la misma tendencia que la

técnica mencionada en la FEUM.

9.- CONCLUSIONES

e Es necesario validar los métodos o técnicas farmacopéicas dentro del
laboratorio especificando los parametros con los que cuenta dicho laboratorio
debido a que los métodos que contiene la farmacopea estan en condiciones
especificas como son temperatura de incubacion, tiempo de incubacion, etc.
Para esto el laboratorio debe encargarse de llevar acabo la reproducibilidad de
los métodos que se encuentran en la farmacopea, para asi poder llevarlos a la
practica en el laboratorio, una vez que ya se llevo acabo la reproducibilidad nos
arrojo los resultados que se tenia que adecuar de tal forma que el método
producira resultados confiables, para asi poder realizar un PNO y se
estableciera en este las adecuaciones relazadas durante la etapa de

validacion.

e Para los laboratorios de analisis microbiologico es importante desarrollar
técnicas que produzcan confiabilidad de los resultados, lo cual se logra a través
de la validacién de dichos métodos, ya que de esta forma se consigue emitir
resultados exactos puesto que el laboratorio de microbiologia tiene la
responsabilidad de analizar emitir datos importantes para la empresa a niveles

economicos y de calidad.
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e Los resultados obtenidos nos demuestra que el microorganismo
Staphylococcus aureus es el mas optimo para llevar acabo la validacion de la
técnica segun la FEUM MGA-100 para el laboratorio de microbiologia, ya que
en comparacion con el Staphylococcus epiermidis el inconveniente mas es el
tiempo de crecimiento, esto puede llegar a ser un gran problema debido a que
en la industria es necesario emitir resultados lo antes posible, pero siempre
bajo los limites establecidos tanto por la FEUM como por los lineamientos
internos de la propia empresa.

e Es importante dentro de la industria farmacéutica asegurar la calidad de los
productos por medio de pruebas que puedan llegar a cuantificar la eficiencia de
algunos farmacos, como lo es la técnica de la valoracion de un antibiético para
asegurar que este cumpla con su potencia, para eso se valora y se emite un
resultado ya sea aprobatorio o de rechazo, si llegase a ser negativo el
resultado o bien rechazado el lote se detiene, esto quiere decir que no esta en
este caso el Nineka cumpliendo con su potencia y los resultados estan por
fuera de los limites especificados, en caso de que cumpla con los limites de
especificacion y su potencia este entre el 90-11% se aprueba y es dictaminado
por el laboratorio de microbiologia ,para que una vez aprobado se dictamine
por las demas areas en colaboracion como inspeccion y control de calidad.

10.- SUGERENCIA PARAESTANCIA FUTURAS

10.1. Para laempresa

e Dirigir la estancia a una actividad especifica con posibilidades de conocer la
mayoria de las actividades de la empresa para un conocimiento general del
campo de trabajo.

e Tener revisiones programadas con avances

e Seqguir apoyando a los alumnos de ser ingenieros titulados y motivar las
aptitudes y habilidades de cada uno.

e Una capacitacion para el menejo de relaciones humanas ya que es necesaria
una correcta relacion con el personal de planta como supervisores, operadores,
etc., para un trabajo eficiente.
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10.2. Para los alumnos

¢ Dar y aportar siempre lo mejor de cada uno y aprovechar oportunidades de
aprendizaje

e Desarrollar una sana comunicacion de compafierismo asi como el buen trato
de relaciones humanas.

e Llevar una bitacora de actividades diarias para un mejor reporte final y una
mejor organizacion con respecto a la empresa.

e Es importante realizar estancias industriales, ya que vos sirven para un
desarrollo profesional en el area productiva y da pauta para aplicar los
conocimientos adquiridos dando como resultado una experiencia laboral

e Es recomendable que al realizar una estancia industrial dentro del area de
calidad o de produccion en cualquier industria farmacéutica los estudiantes
tengan conocimientos basicos sobre las normas que actualmente rigen a estas
industrias.

e Es importante aprender a relacionarse con todo el personal que labora dentro
de la empresa ya que de esta forma las actividades que realicen seran mas
faciles de llevar.

e Desempeiiar el trabajo de manera eficaz y segura
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GLOSARIO

Adecuabilidad del sistema: Verificacién de que el sistema (instrumento, analista,
equipo, sustancia de referencia, entre otros) opera con base a criterios
preestablecidos, que permitan asegurar la confiabilidad de los resultados de un
método analitico.

Analito: Componente especifico de una muestra, a medir en un analisis.

ATCC: American Type Cell Collection

Bactericida: es aquel que produce la muerte a una bacteria. Un efecto bactericida
estd producido por sustancias bactericidas. Estas sustancias son secretadas por los
organismos como medios defensivos contra las bacterias. antimicrobianos de efecto
lisico o litico (Lisis) en las bacterias, provocan una reduccion en la poblacion
bacteriana en el huésped o en el uso de sensibilidad microbiana.

Bacterioestatico: es aquel que aunque no produce la muerte a una bacteria, impide
su reproduccion; la bacteria envejece y muere sin dejar descendencia. Un efecto
bacteriostatico esta producido por sustancias bacteriostaticas. Estas sustancias son
secretadas por los organismos como medios defensivos contra las bacterias.
Calibracién: Conjunto de operaciones que determinan, bajo condiciones
especificadas, la relacion entre los valores indicados por un instrumento o sistema de
medicion o los valores representados por una medicion material y los valores
conocidos correspondientes a un patron de referencia.

Documentacion: Conjunto de informacion que sustenta una actividad realizada
Especificaciones: Descripcion del material, sustancia o producto, que incluye la
definicion de sus propiedades y caracteristicas, con las tolerancias de variaciéon de los
parametros de calidad.

FEUM: Farmacopea de los Estados Unidos de América

m.o.: Microorganismos

Muestra: Porcion del material a evaluar.

Muestra analitica: Porcion del material a evaluar de acuerdo al método analitico.
Muestra adicionada: Porcion representativa del material a evaluar, a la que se le
adicionan cantidades conocidas del analito.

Parametros de desempefio: Pardmetro especifico a estudiar en un protocolo de

validacion.
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Placebo analitico: Muestra que contiene todos los componentes de un producto a
excepcion del analito.

Placebo adicionado: Muestra de un placebo analitico al cual se le adiciona una
cantidad conocida del anélito.

PNO'’s: Procedimiento Normalizado de Operacion

S.aureus: Staphylococcus aureus

S.epidermidis: Staphylococcus epiermidis
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Anexo 1

Memoria de célculo de la curva Tipo para la valoracion del antibiético Neomicina
Segun la FEUM 8va edicion.

Célculos para la solucion concentrada.

©a Pesar 10mg de sulfato de Neomicina a partir de un estandar de referencia USP
©a Transferir la cantidad pesada a un matraz de 10 ml y aforar con solucién

reguladora de fosfatos (solucién concentrada). La solucion tiene una

concentracion de 1Img/ml.

L2 Sevan arealizar 2 curvas tipos para los diferentes microorganismos a partir de
la solucién concentrada.

-Staphylococcus aureus ATCC 6538P

-Staphylococcus epidermidis ATCC 12228

Para S. aureus ATCC 6538P

De la solucion concentrada Tomar un a alicuota de 5mly aforar a 50 ml

i =G C, =~

Sustituyendo para la solucion stock

1m Sml m
O, = g =ﬂ.1—g= 1l:ll:IE
ml 50 ml ml ml

Para que se pueda llegar a una concentraciéon de 10Wml (FEUM) con el
microorganismo S. aureus, se necesita determinar que volumen se va a utilizar como
concentracion media (Punto C), y asi poder proponer 2 puntos superiores y 2

inferiores, y una vez conociendo este volumen proponer los 5 puntos de la curva.
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C,=100 pg/ml

C,=10pg/ml

V2:50 ml

10ug

WV =

50ml ml

V, =

100ug

C,V;

Sml

De la solucion stock transferir a 5 matraces volumétricos de 50 ml los

siguientes volumenes: 3.0 ml, 4.0 ml, 5.0 ml, 6.0 ml y 7.0 ml. Los cuales

correspondan a los 5 puntos de la curva tipo que corresponden a las letras a, b,

c, dy e. Aforar con solucion reguladora de fosfatos

¢ Punto A (3ml)

C1=0.1mg/ml

V1=3m|

V,=50ml

e Punto B (4ml)

C1:=0.1mg/mi

V1:4m|

V2:50m|

e Punto C (5ml)

C,=0.1mg/ml

V1:5m|

V2:50m|

¢ Punto D (6ml)

C;:=0.1mg/mi

., =

C,V,
C,V; = GV, C, ===
1 1 - - - vz
img Iml mg ug
=0.006—=6—
ml 50ml ml ml
c,V
C,V, = GV, C, = 22
- - - Vz
kimg 4ml mg wg
=0.008—=8—
ml 50ml ml ml
c,V
oV =00 C, ===
1 1 = - - Vz
;ilmg 5Hml mg ug
=001—=10—=
ml 50ml ml ml
c,V
c,V, = C,V, C, =
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V,=6ml c, = —>1mg eml =0.01222 = 1248

= ml S0l ml ml
V,=50ml

e Punto E (7ml)
c,V,
C,=0.1mg/ml c,V, =G 1 G ==
T

V,=7ml c, = —2img Tm =0.01422 = 1444

= ml S0m
V,=50ml

Para S. epidermidis ATCC 12228

©a De la solucion concentrada Tomar un a alicuota de 1mly aforar a 100 ml

G,V =61, C, ==

Sustituyendo para la solucién stock

1m 1ml
O, = g = 0. l:ll—g = 1l:IE
ml 100 ml ml ml

Para que se pueda llegar a una concentracion de 1w/ml (FEUM) con el
microorganismo S. epidermidis, se necesita determinar que volumen se va a utilizar
como concentracion media (Punto C), y asi poder proponer 2 puntos superiores y 2

inferiores, y una vez conociendo este volumen proponer los 5 puntos de la curva.

C;=10 pg/ml C,V; = C,V, v, =22
1 50ml ml

C,=1ug/ml p=—2>% ros = oml

V,=50 ml

2 De la solucion stock transferir a 5 matraces volumétricos de 50 ml los
siguientes volimenes: 3.0 ml, 4.0 ml, 5.0 ml, 6.0 ml y 7.0 ml. Los cuales
correspondan a los 5 puntos de la curva tipo que corresponden a las letras a, b,

c, dy e. Aforar con solucion reguladora de fosfatos
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e Punto A (3ml)

C,=0.01mg/m| c,V, = C,V, ==
']
V,=3ml c, = —20img Smi = 0.00062¢ = 0.6%2
= ml S0ml ml ml
V2:50m|
e Punto B (4ml)
c,V,
C,=0.1mg/ml c,V, =G0 G ==
Z
V,=4ml c, = —20mg =m = 0.000822 = 0.g%&
= ml S0mi ml ml
V2:50m|
e Punto C (5ml)
c,V,
C,=0.1mg/ml c,V; =G, G ==
T
V,=5ml c, = —>oimg smi =0.00122 =01
= ml S0ml ml ml
V,=50ml
e Punto D (6ml)
c,V,
C,=0.1mg/ml c,V; =G, C ==
z
V,=6ml c, = —0img emi =0.001222 = 0.12%2
= ml S0mli ml ml
V2:50m|
e Punto E (7ml)
c,V,
C,=0.1mg/ml C,V, =G, ==
z
V,=7ml c, = —2oimg Tm =0.00142% = 01442
= ml Slmi ml ml

V,=50ml|
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Primera potencia S. aureus
Tabla 9.- Datos de la primera potencia con S.aureus (mm)
a c b c d c e c |[10938| ¢

13,8 146 | 14,2 | 14,2 | 14 | 13,8 [ 148 | 14,2 | 14,4 | 14,2
14,2 15 (144 | 138 | 14 (144 | 15 | 14,2 14 13,8

14 14 | 13,8 | 144 | 14,6 | 13,8 | 148 | 15 | 14,2 | 15,6

14,2 14 15 16 | 156 | 148 | 148 | 14 | 14,4 | 14,2

13,8 15 | 156 | 146|148 | 15 | 144 | 146 | 14,4 | 14,6

142 (152 | 14 (148 (146 | 14,2 | 15 | 146 | 14,8 | 14,6

13,4 (144 | 14 14 14 | 14,4 | 14,2 | 14,2 | 14,8 | 14,4

14 144 | 144 | 144 | 148 | 144 | 14,2 | 14,2 14 14

14 14,2 | 14,6 | 158 | 14,2 | 14,2 | 15,6 | 15,6 | 14,8 | 14,2

13,96 | 14,53 | 14,44 | 14,67 | 14,51 | 14,33 | 14,76| 14,51 | 14,42 | 14,40

Tabla 10.- Datos de la potencia con S. aureus

Diferencias de "c" Valores corregidos volumen Conc Conc pg/ml
C -0,02 a 13,93 3 0,006 6
C -0,16 b 14,29 4 0,008 8
C 0,18 d 14,69 5 0,010 10
C 0,00 e 14,76 6 0,012 12
C 0,11 10938 14,53 7 0,014 14

Segunda potencia S. epidermidis
Tabla 14.- Datos de lasegunda potencia con S.epidemidis(mm)

a C b C d C e C 10938 C

14,00 | 14,60 | 14,00 | 14,00 | 15,00 | 14,60 | 15,60 14,80 14,20 | 15,80

14,20 | 13,80 | 13,80 | 14,40 14,60 | 14,40 | 15,30 14,60| 16,20 | 14,80

13,80 | 14,00 | 14,20 | 14,60| 14,40 | 13,80 | 15,20| 14,80 15,00 | 14,60

13,80 | 14,40 | 14,00 | 14,40 15,00 | 14,00 | 15,00 14,80 14,40 | 14,60

14,40 | 14,20 | 14,20 | 14,60| 14,40 | 13,80 | 14,20| 15,00 16,00 | 13,80

14,00 | 14,60 | 14,00 | 15,00 | 14,00 | 14,20 | 14,60 14,60 14,20 | 16,40
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13,60 | 14,40 | 14,00 | 13,80| 14,20 | 14,00 | 14,20| 15,20( 14,60 | 13,60
14,20 | 14,00 | 13,60 | 14,00| 15,60 | 14,40 | 14,80 14,80| 14,80 | 14,20
14,00 | 14,20 | 14,00 | 14,20{ 14,80 | 14,60 | 14,20 14,40| 14,40 | 16,20
14,00 | 14,24 | 13,98 | 14,33 | 14,67 | 14,20 | 14,79 | 14,78 | 14,87 | 14,89
Tabla 15.- Datos de la potencia con S. epidemidis
Diferencias de "c" Valores corregidos volumen Conc Conc pg/ml
C 0,14 a 14,14 3 0,006 6
C 0,06 b 14,03 4 0,008 8
C 0,19 d 14,86 5 0,010 10
C -0,39 e 14,40 6 0,012 12
C -0,50 10938 14,37 7 0,014 14

Segunda potencia S. aureus

Tabla 19.- Datos de la primera potencia con S.aureus (mm)

a

C

b

C

d

C

e

C

10938

C

14,20

14,60

15,60

16,00

15,60

15,00

15,80

15,00

16,40

16,20

14,00

13,80

15,80

15,80

15,80

14,80

16,40

15,80

16,20

16,40

14,00

14,00

14,60

15,40

16,00

16,00

16,40

15,60

16,00

16,20

14,80

15,00

15,00

15,80

15,80

15,80

16,40

15,40

15,40

15,80

14,00

14,40

16,00

16,20

15,60

16,00

16,00

15,40

16,00

16,40

14,80

15,20

16,40

15,00

16,00

15,80

16,40

16,20

15,20

14,80

14,80

15,20

14,20

15,00

16,00

15,80

16,60

15,00

16,20

15,60

14,00

15,60

14,40

15,20

15,80

15,60

16,40

15,00

15,40

15,60

14,40

15,40

14,80

15,60

15,40

15,20

15,80

16,00

16,00

14,80

14,33

14,80

15,20

15,56

15,78

15,56

16,24

15,49

15,87

15,76

Tabla 20.- Datos de la potencia con S. aureus

Y
L
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Diferencias de "c" Valores corregidos volumen Conc Conc pg/ml
C 0,55 a 14,88 3 0,006 6
C -0,21 b 14,99 4 0,008 8
C -0,21 d 15,57 5 0,010 10
C -0,14 e 16,11 6 0,012 12
C -0,41 10938 15,46 7 0,014 14
Tercera potencia S. epidermidis
Tabla 24.- Datos de la segunda potencia con S.epidemidis (mm)
a c b c d c e c |10938| c
14,00 | 14,60 | 14,40 | 14,40| 14,60 | 14,60 | 14,20| 15,20( 15,00 | 14,40
14,20 | 14,60 | 13,60 | 14,60 | 14,40 | 14,80 | 15,60 14,80 14,80 | 14,80
13,80 | 14,20 | 14,40 | 14,80 14,40 | 15,00 | 14,40| 14,60( 14,20 | 15,20
13,20 | 14,40 14,20 | 13,80 15,00 | 14,80 | 15,00 15,00| 14,40 | 14,40
14,40 | 13,80 15,00 | 14,60 15,40 | 14,40 | 15,20| 14,60( 14,20 | 14,00
14,00 | 13,60 | 14,40 | 14,60 14,60 | 14,80 | 14,40| 15,20| 15,40 | 14,20
14,40 | 14,00 | 14,40 | 14,00| 14,40 | 15,20 | 14,60| 14,00( 14,80 | 15,20
14,00 | 13,80 13,80 | 15,60 | 15,60 | 14,60 | 15,00 14,20 14,00 | 14,60
14,20 | 14,20 | 14,60 | 14,40| 14,00 | 14,60 | 14,20| 13,80( 14,40 | 14,80
14,02 | 14,13 | 14,31 ( 14,53 | 14,71 | 14,76 | 14,73 | 14,60 14,58 | 14,62
Tabla 25.- Datos de la potencia con S. epidermidis
Diferencias de "c" Valores corregidos volumen Conc Conc pg/ml
C 0,37 a 14,39 3 0,006 6
C -0,03 b 14,28 4 0,008 8
C -0,25 d 14,46 5 0,010 10
C -0,09 e 14,64 6 0,012 12
C -0,12 10938 14,46 7 0,014 14

Tercera potencia S. aureus

Tabla 29.- Datos de la primera potencia con S.aureus (mm)

)
K7
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10938

14,40

15,00

13,80

14,40

15,40

15,40

15,20

14,80

15,40

15,80

14,80

14,80

14,60

14,00

16,40

15,00

15,60

15,20

16,80

15,80

14,20

14,00

15,20

14,80

14,00

15,20

16,00

15,40

16,40

16,20

13,80

14,20

14,00

14,20

15,60

14,80

15,00

16,20

15,80

15,60

14,40

14,60

14,40

14,80

15,40

14,80

15,80

15,40

16,00

16,20

14,40

14,60

15,40

14,40

15,00

15,60

16,40

14,60

15,20

15,40

14,60

14,20

14,00

14,80

16,40

15,40

15,40

16,20

15,80

15,00

14,00

14,00

16,00

15,00

14,80

16,40

15,40

15,40

15,00

15,80

14,20

15,00

15,00

14,20

16,00

15,00

15,20

15,40

16,00

15,60

14,31

14,49

14,71

14,51

15,44

15,29

15,56

15,40

15,82

15,71

Tabla 30.- Datos de la potencia con S. aureus

Diferencias de

Valores corregidos

volumen

Conc

Conc pg/ml

C 0,43

a

14,74

0,006

6

0,41

15,12

0,008

8

-0,37

b
d

15,08

0,010

10

-0,48

e

15,08

0,012

12

O] Of o O

-0,79

10938

15,03

N o] o) B~ W

0,014

14

&%
@9
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Anexo 3

Especificaciones de los microorganismos segun la FEUM

Tabla 44.- Microorganismo de prueba preparacion del inoculo

Condiciones
de incubacion
Microorganis Antibidtico Medio Factor | Duraciébnde | Volumen (ml)
mo de prueba | (Método de de Temp | Tiempo de refrigeracion de in6culo
ATCC NUM. prueba) cultivo °C dilucion sugerido para
Num. 100ml de CS

Staphyloccoc Neomicina

us aureus (Cilindro en 1 32-35 24 h 1:20 1 semana 1.0

(A) placa)
ATCC 6538P
Staphyloccoc Neomicina
us epidemidis | (Cilindro en 1 32-35 24 h 1:24 1 semana 1.0
(D) placa)
ATCC 12228
Tabla 45.- Método de difusién en agar preparacion de placas
Medio de Cultivo Medio de Volumen (mL) de
(num) Cultivo (ml) inoculo sugerido
para cada 100 Temperatura
Capa Capa |Capa| Capa Microorganismo mL de capa de incubacion

Antibidtico Base | Siembra | Base | Siembra| de prueba clave siembra @C)

Neomicina 11 11 21 4 A 1.0 32-35

Neomicina 11 11 21 4 D 1.0 32-35

Tabla46 .- Método de difusion en agar curva dosis respuesta

Sref

Diluciones de prueba de la curva dosis respuesta

Concentracion
final de la Duracién en Concentracion
solucion base refrigeracion media (U o pg) por
Antibidtico por mL (dias) mL (c) microorganismo | Factor de dilucién
Neomicina 1mg 14 1.00mg D 1,25
Neomicina 1mg 14 10.00mg A 1,25

&%

@



“VALIDACION DE LA ADECUACION DEL METODO FARMACOPEICO PARA LA
VALORACION DEL ANTIBIOTICO NEOMICINA , POR DIFUSION EN AGAR , PARA
ASEGURAR LA FIABILIDAD DE LOS RESULTADOS”

Anexo 4

2 Calcular la valoracion del antibiotico

Siguiendo la ecuacién de la recta

y=mx+b

X Y
puntos conc

13,35 6

14,47 14

13,93 10,13
Calcular m

_ Y-v 14—6 _
C X,-X, 14.47-13.35 7.09
Calcular b por medio de regresion lineal en calculadora
b=-88.57
Sustituyendo la ecuacion de la recta
y =mx +b=7.09+13.93 + (—88.57)= 10.55 g
m 7,09
b -88.57

Calculando la valoracion
10.55 pg--------------- X
1000 pg--------------- 1mg x=0.01055 mg
0.0105mg 25ml 50ml 50ml 75ml 284.97

ml 7ml 3ml  3ml B 2 mg

753.42mg
Yraleracion = ——— = 100 = 102.79%
733mg

Calculando valoracién
Valoracion

% 102,79
cantidad 753,42
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Anexo 5

FORMULAS Y PROCEDIMIENTO DE CALCULO PARA LA LINEALIDAD

A) FORMULAS

Pendiente
nXxXy — LxXy

nIx’ — (T )j

n=numero de mediciones (concentracion-respuesta analitica)

Ordenada al origen

n

b, =

Coeficiente de determinacion.

, (n(Zxy)— (ExfZy))"

- (H(:E.Tz )— (Ex)l X?I{E}’E )— (E}»‘)E ]
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Anexo 6

Para la Exactitud

A) FORMULAS

Media aritmética

>

"
Desviacion estandar

J”[Z ¥ }— {E .1]
\ nin—1)
Coeficients de variacion

CF =2 %100
3

vV =

-
E =

Intervalo de confianza para la media poblacional

V= s
IC(u)=y *tyg5, T

~ 1
tas7e n== Referirse al anexo 7, para determinar el valor de la t Student.
n= numero de recobros
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Anexo 7

Monografia del producto Terminado

NINEKA Suspensién (Neomicina, caolin y pectina)

FORMA FARMACEUTICAY FORMULACION:

Cada 100 ml de Suspension contienen:

Sulfato de Neomicina

equivalente a 0.733¢g
de Neomicina base

Caolin 10.000 g
Pectina 0.700 g

Vehiculo, c.b.p. 100 ml.

INDICACIONES TERAPEUTICAS: Antiséptico intestinal y antidiarréico.

Propiedades: NINEKA ofrece la accién adsorbente y demulcente del caolin y la
pectina sumados a la accién antibacteriana de la Neomicina. La neomicina es un
antibiético que no es inactivado por las secreciones gastrointestinales ni por los
productos de la digestion o crecimiento bacteriano. Esta indicado en gastroenteritis
producidas por Escherichia coli, causa principal de este cuadro en lactantes y nifios.
La neomicina es un antibiético de contacto Util en los procesos diarréicos infecciosos,
actuando contra bacterias grampositivas y gramnegativas, incluso sobre Proteus,
Pseudomonas, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, y otros
microorganismos sensibles a la Neomicina.

FARMACOCINETICA Y FARMACODINAMIA: La accion del caolin es especialmente
sobre el tracto digestivo y la piel como protector directo, forma una capa protectora
gue tapiza la mucosa y el crater de una Ulcera, cuando ésta existe, pero no se
absorbe. Es un polvo quimicamente inerte, pero no neutraliza al acido clorhidrico. Su
accion protectora, al disminuir la irritacion de la mucosa, puede disminuir la secrecién
acida. A nivel de intestino, posee poca accion en personas normales, pero en casos de
diarrea, ofrece proteccibn mecéanica impidiendo la accion irritante del contenido
intestinal y las toxinas bacterianas. De esta manera disminuye la actividad motora

propulsora del intestino, constituyendo asi la accion protectora y antidiarréica.
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Neomicina: La Neomicina administrada por via oral es capaz de eliminar en un plazo
de 12 horas las bacterias presentes en el intestino pudiendo durar su efecto hasta 72
horas.

No es inactivado por las secreciones intestinales o por los productos de la digestion o
por el crecimiento bacteriano. Se absorbe pobremente en el tracto gastrointestinal, por
lo que su accion antimicrobiana la realiza en el intestino. Debido a su pobre absorcion,
rara vez puede ocasionar reacciones de toxicidad. Administrada a razén de 0.1 g/kg
por dia durante 6 semanas no ocasiona dafio renal. Sin embargo, administrando 10 g
diarios a una persona de 70 kg durante 15 dias, pueden encontrarse niveles elevados
en sangre de Neomicina con dafio renal.

Caolin y pectina: Son polvos finos protectores inertes que tienen gran poder de
adhesion y de revestimiento sobre la piel y las mucosas, y por lo cual actian
mecanicamente sin interferir con ningun proceso digestivo o metabdlico. Son capaces
de remover las bacterias y elementos irritantes que son causa comun de diarrea.
Protegen la mucosa gastrointestinal contra ciertas sustancias irritantes. No se
absorben a nivel de piel y mucosas, y su accién es Unicamente mecanica: absorben
toxinas e irritantes. El caolin, en virtud de sus propiedades fisicas, se adhiere a la
mucosa intestinal formando una capa protectora que cubre las paredes del intestino.
Se emplean para recubrir la mucosa del tubo digestivo y protegerla contra los irritantes
en las diarreas bacterianas y de otra etiologia, en las Ulceras gastrica y duodenal, y
como adsorbentes y antidotos contra algunos venenos. Se sabe que la pectina
remueve productos toxicos de las bacterias en desarrollo. También puede destruir
bacterias a través de la formacion de acido galactourinico que produce un medio
desfavorable para el crecimiento de microorganismos causantes de diarrea. De esta
manera puede combinarse con sustancias téxicas y volverlas inertes.

Mecanismo de accidon: NINEKA actla uUnicamente a nivel de la luz intestinal
removiendo o destruyendo los elementos irritantes y las toxinas, protegiendo la
mucosa intestinal mientras reduce el proceso inflamatorio.

Combate la infeccion por dos mecanismos: por el efecto antimicrobiano de la
Neomicina, antibiético de contacto de piel y mucosas, y por accion mecanica del caolin
y la pectina. No interfiere con el contenido géstrico o intestinal y ayuda a aumentar la
consistencia de las heces.

CONTRAINDICACIONES: Esta contraindicado en casos de obstruccion intestinal y en
aquellas personas con historia de hipersensibilidad a cualquiera de los componentes

de la formula. Tampoco debe emplearse en caso de que exista fiebre elevada.
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RESTRICCIONES DE USO DURANTE EL EMBARAZO Y LA LACTANCIA: No se
conocen reacciones de este medicamento durante el embarazo; sin embargo, deben
tomarse en cuenta las precauciones generales sobre el producto: no debe emplearse
por mas de tres dias debido a la posibilidad de efectos sistémicos. Si aparecen signos
de dafo renal, se deberd suspender el medicamento. El uso prolongado de este
producto puede desencadenar el desarrollo de organismos susceptibles a la
Neomicina, particularmente monilia.

Debe recordarse que se han presentado algunos casos de ototoxicidad, sobre todo
cuando se administra por varios dias la Neomicina; de esta manera durante el
embarazo debe considerarse que pudiera presentarse la posibilidad de disminucion de
la agudeza auditiva, tanto en la madre como en el hijo. No debe administrarse en nifios
menores de 3 afos.

REACCIONES SECUNDARIAS Y ADVERSAS: Aunque se sabe que la Neomicina
ocasiona nauseas y vomito, no se tienen reportes de estos sintomas asociados con la
administracion.

INTERACCIONES MEDICAMENTOSAS Y DE OTRO GENERO: Se sabe que el
caolin y la pectina pueden inhibir la absorcion de tetraciclina, y disminuir la
biodisponibilidad de la digoxina, asi como la absorcién de otros medicamentos como
antibiéticos, etc. El caolin interfiere con las fenotiacinas formando complejos vy
limitando su absorcién. Esto se evita aumentando el periodo entre la toma de ambos.
ALTERACIONES EN LOS RESULTADOS DE PRUEBAS DE LABORATORIO: No se
han reportado a la fecha.

DOSIS Y VIA DE ADMINISTRACION:

Niflos de 6 a 12 afios: 10 ml tres a cuatro veces al dia.

Nifios de 12 afios y adultos: 20 ml tres o cuatro veces al dia.

MANIFESTACIONES Y MANEJO DE LA SOBREDOSIFICACION O INGESTA
ACCIDENTAL: Si se ingieren grandes cantidades, por arriba de 200 mg/kg puede
provocarse obstruccion intestinal y si se administra en forma cronica, pueden
presentarse signos de ototoxicidad, nefrotoxicidad y pueden aparecer granulomas en
intestino.

PRESENTACIONES:

Frasco con 100 mly vaso dosificador.

RECOMENDACIONES SOBRE ALMACENAMIENTO: Consérvese a temperatura
ambiente a no mas de 30°C.

LEYENDAS DE PROTECCION:

No se deje al alcance de los nifios. No se administre a nifios menores de seis afos.
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Anexo 8

CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES
Enero Febrero Marzo | Abril

Octubre Noviembre Diciembre

Actividades Marzo Abril | Mayo | Junio | Julio | Agosto Septiembre

Revision
Bibliografica X

Capacitacion X

Revision de
equipos, medios
de cultivos y

cepas
Sacar Protocolo
de trabajo

experimental

Pruebas para
armar la
X X

v alidacion

Validacion
(pruebas
completas) X X X

Tratado de
X

resultados y

conclusiones




