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Resumen

La industria farmacéutica es un pilar para el desarrollo de la sociedad, la salud
publica y para la medicina ya que esta avanza con mayor impacto en el mundo, gracias
a sus avances de investigacion en el descubrimiento, desarrollo y elaboracion de
productos que intervienen en la salud humana y animal.

La industria farmacéutica permite la produccion de medicamentos esenciales para
la salud y bienestar de una poblacion como los antibiéticos, los cuales, son utilizados
cuando existe una enfermedad bacteriana, estos actuan inhibiendo la sintesis de
proteinas en las células bacterianas sensibles, por ende, el uso inadecuado, un mal
almacenamiento o un error en la produccién puede acarrear una resistencia del
antibidtico dentro del organismo lo que quiere decir que no producira el efecto deseado
dentro del cuerpo. Lo anterior, abre una brecha que conlleva al estudio y andlisis del
correcto uso, almacenamiento y produccién de los antibiéticos.

El presente trabajo valido la metodologia analitica de valoracién microbiolégica
empleada en el laboratorio de la empresa AQM para cuantificar Neomicina y Nistatina en
materia prima utilizando como metodologia los lineamientos estipulados por la United
States Pharmacopeia (USP) sobre el protocolo y determinacion de los parametros de
validacion.

De acuerdo con los resultados del presente estudio, la precision del sistema en la
Neomicina y Nistatina presenta una desviacion estandar relativa del 2 %, la cual, es
inferior al limite establecido de 10 %, dando a conocer una evidente variacion, sin
embargo, ante la USP, quien es el ente encargado de establecer los parametros de

validacion, ambos porcentajes cumplen a cabalidad su objetivo. Adicionalmente, se hizo

—



una comparacion entre dos analistas permitiendo aumentar la veracidad y seguridad de
los resultados ya que ambos desarrollaron el método bajo las mismas condiciones, lo
cual, permiti6 comparar los resultados brindados por los analistas.

Finalmente se logro validar el método analitico para la determinacion cuantitativa
de neomicina y nistatina por el método de cilindro en placa (difusién en agar).

Palabras clave: antibi6tico, valoracion microbiolégica, neomicina y nistatina.




Abstract

The pharmaceutical industry is a pillar for the development of society, public health
and for medicine, since it advances with the greatest impact in the world, thanks to its
research advances in the discovery, development and manufacture of products that
intervene in the human and animal health.

The pharmaceutical industry allows the production of essential medicines for the
health and well-being of a population such as antibiotics, which are used when there is a
bacterial disease, they act by inhibiting the synthesis of proteins in sensitive bacterial
cells, therefore, the use Inadequate, poor storage or an error in production can lead to
antibiotic resistance within the body, which means that it will not produce the desired
effect within the body. This opens a gap that leads to the study and analysis of the correct
use, storage and production of antibiotics.

The present work validated the analytical methodology of microbiological
evaluation used in the laboratory of the AQM company to quantify Neomycin and Nystatin
in raw material using as methodology the guidelines stipulated by the United States
Pharmacopeia (USP) on the protocol and determination of the validation parameters. .

According to the results of the present study, the precision of the system in
Neomycin and Nystatin presents a relative standard deviation of 2%, which is lower than
the established limit of 10%, revealing an evident variation, however, before USP, which
is the entity in charge of establishing the validation parameters, both percentages fully
meet their objective. Additionally, a comparison was made between two analysts, allowing
to increase the veracity and security of the results since both developed the method under

the same conditions, which allowed comparing the results provided by the analysts.




Finally, it was possible to validate the analytical method for the quantitative
determination of neomycin and nystatin by the plate cylinder method (agar diffusion).

Keywords: antibiotic, microbiological assessment, neomycin and nystatin.




Introduccién

La industria farmacéutica es de suma importancia para la salud publica ya que a
través de esta surgen diversos farmacos o medicamentos que son utilizados para tratar
diferentes patologias, por ende, existe un ente de control que se encarga de verificar y
analizar si el medicamento cumple con los requisitos legales declarados por cada
empresa teniendo en cuenta los parametros que deben cumplir los productos
farmacéuticos. Este ente de control de calidad permite que el medicamento y su
presentacion aseguren la dosis que se debe suministrar al paciente, por esta razén, las
empresas farmacéuticas cuidan la dosificacién de los productos garantizando asi que el
proceso de manufactura sea controlado para ofrecer productos de alta calidad (Daste,
2015).

Uno de los productos empleados para tratamiento de las infecciones bacterianas
son los antibidticos, estos son sustancias de alto consumo que tienden a perder su
actividad antimicrobiana con el tiempo o por el uso inadecuado, un mal almacenamiento
0 una mala elaboracion del producto. Estos activos como la neomicina y la nistatina son
compuestos utilizados para tratar infecciones bacterianas en la piel teniendo una accién
bactericida, es decir, causan la muerte de la bacteria y, a su vez, inhiben la sintesis de
proteinas en las células bacterianas sensibles (Cabrera, 2015).

El objetivo establecido en este estudio fue validar la metodologia analitica de
valoracion microbiolégica empleada en el laboratorio AQM para cuantificar neomicina y
nistatina en materia prima utilizando los parametros de validacion establecidos por la
USP vigente como lo son selectividad, especificidad, precision del sistema, precision del

método (repetitividad), precision intermedia (reproductibilidad), exactitud y la linealidad




del sistema. Finalmente, se presenta como resultado que el método empleado de
difusion en agar para el andlisis de valoracién por potencia microbiolégica cumple con
los parametros establecidos en la USP vigente ya que los resultados obtenidos se
encuentran dentro de los criterios de aceptacion planteados en la validacién y se

determina que el método es lineal, selectivo, preciso y exacto.




1 El problema en estudio
1.2. Planteamiento del problema

Las manufactureras farmacéuticas son un pilar para el desarrollo de la sociedad,
sus avances tienen alcance en el contexto social, econdémico y politico, esto debido a
gue se basa en el estudio, descubrimiento, desarrollo y elaboracion de productos que
intervienen en la salud humana y animal (Marquez, 2019).

Por ende, cuando se habla de salud sea humana o animal, se hace énfasis en el
tratamiento de patologias, causadas por la presencia de microorganismos patégenos.

Los microorganismos se encuentran en ampliamente distribuidos en la naturaleza,
y estan en competencia por los nutrientes que se encuentran en su entorno, por lo cual
producen multiples metabolitos que utilizan como su mecanismo de defensa, dentro de
estos tenemos los que generan patogenicidad y los antibiéticos, los antibiéticos son
metabolitos que permite la neutralizacién o inhibicion de otros microorganismos, los
cuales se han utilizado en la industria farmacéutica para prevenir, curar o aliviar
enfermedades causadas por microorganismos (Calisto et al., 2021; Garcia, 2013 y Galan
et al., 2019).

BBC new mundo (2022), refiere que en el 2019 mas de 1,2 millones de personas
murieron por enfermedades generada por bacterias resistentes a los antibioticos; la
resistencia a los antibiéticos ha sido causada por el mal uso de los mismos (Sanchez,
2019) por lo cual se da inicio a una era postantibidtica, en la cual la efectividad de los
antibidticos se esta haciendo nula debido a las multiples enzimas hidroliticas y
mecanismos creados por las bacterias que las hacen resistentes (Gonzales et al., 2019;

Vanegas y Jiménez, 2020).




Por lo descrito, se entiende que los medicamentos elaborados deben ser
eficientes y confiables, por lo cual la USP, establece métodos de validacién para
garantizar la potencia y efectividad antimicrobiana de los farmacos, por ende, surge el
siguiente interrogante ¢ La metodologia analitica usada en el laboratorio AQM S.A.S para
analisis de valoraciones microbiologicas en los activos Nistatina y Neomicina es precisa,
confiable y reproducible? Esto con el fin de bridar seguridad y confianza a quien utilice el

producto.




2 Justificacion

La finalidad de la industria farmacéutica permanentemente ha sido producir
medicamentos de calidad y con total garantia de seguridad. El proceso de elaboracion
es muy estricto debido a que elaborar un producto destinado a curar enfermedades,
salvar vidas o mejorar la calidad de vida ya sea humana o animal, no puede haber el
minimo margen para el error, lo que con lleva a que esté estrictamente regulada y
supervisadas por entidades como el Invima (Tapias et al, 2011; Cabrera, 2015 y ICA,
2022).

De acuerdo a lo anterior, el principal objetivo del laboratorio AQM es producir
resultados de alta calidad, se necesita el uso de medidas analiticas para que estos sean
confiables, por lo cual se hizo la validacion de un método analitico que nos permite
determinar si el método cumple o no cumple con lo anterior establecido en la norma, es
decir, nos garantiza un resultado cercano, mayor o igual al de referencia, sus referencias
son protocolos ya establecido por la USP, donde indica los parametros a evaluar como
la exactitud, precision del sistema, precision del método, precisién intermedia,
especificidad, linealidad e intervalo que estan sujetos a la primera categoria de principio
activo, debido a que se realizara la determinacion de la potencia, es decir la cuantificacion
del principio activo, ademas de realizar la visualizacion de la capacidad de accion del
antibidtico y medicion del halo para verificacién de inhibicion o resistencia segun los

rangos establecidos por la USP vigente (Velandia et al., 2011 y Cabrera, 2015).




3 Proposito
Validar la metodologia analitica para valoracion microbiolégica por potencia de
antibidticos corroborando que con los parametros evaluados se lleven a cabo andlisis de
materias primas a base de antibidticos con total seguridad, calidad y confiabilidad,
obteniendo soportes documentales del cumplimiento de parametros estadisticos
mediante los cuales se confirme que los resultados obtenidos al aplicar esta técnica son

veraces y reproducibles.
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4 Objetivos
4.1. Objetivo general

Validar la metodologia analitica de valoracion microbiolégica empleada en
laboratorios AQM para cuantificar Neomicina y Nistatina en materia prima.
4.2. Objetivos especificos

o Verificar que las condiciones, materiales e insumos empleados en el
laboratorio para los andlisis de potencia microbiolégica no interfieran en los resultados
del estudio.

. Determinar la viabilidad y validez del método de valoracion microbiolégica
en placa por difusion en agar mediante la evaluacion y calculo de los parametros de
exactitud, precision, linealidad, limite de cuantificacion, limite de deteccion, especificidad
y selectividad.

o Estandarizar la metodologia analitica acorde a los pardmetros exigidos en

las farmacopeas.
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5 Marco tedrico
5.1. Antecedentes y/ estado del arte:

Garcia (2013) determiné experimentalmente la potencia antibidtica de la
gentamicina sulfato en el producto Multiderm crema del Laboratorio Farmindustria S.A
mediante el método placa cilindro de “Valoraciéon Microbiolégica” descrita en la USP 35.
La metodologia empleada fue el método microbioldgico placa-cilindro basado en los
lineamientos dados en la Farmacopea de los Estados Unidos (USP). Finalmente, con los
resultados obtenidos se pudo concluir que el método microbioldgico placa-cilindro para
la determinacion de la potencia antibiética de gentamicina sulfato en el producto
Multiderm crema De laboratorio Farmindustria S.A es confiable para demostrar la
efectividad antibiética; de acuerdo con los enriquecimientos de calidad establecidos por
la USP 35.Pareja (2012) demostré mediante el disefio experimental con la evaluacién
estadistica de los resultados experimentales y teniendo como base los criterios de
aceptacion permitidos, la especificidad del método, al no observarse ninguna
interferencia en la determinacion del principio activo ni de los excipientes ni "de los
productos de degradacion”. De esta forma, mediante los estudios realizados se establece
que las caracteristicas de desempefio analitico cumplen con los requisitos para la
aplicacion analitica propuesta siendo confiable para ser utilizado en la comprobacion de
las especificaciones de calidad del producto a evaluar. Camacho y Arias (2008),
implemento el procedimiento analitico para la determinacion de potencia microbiologica
de neomicina en crema topica. Para lo anterior, se analizaron muestras provenientes de
tres lotes piloto del producto, almacenadas en las siguientes condiciones: 20 °c — 60 %

humedad relativa, 30 °C-70 % humedad relativa y 40 °C — 80 % humedad relativa. Se
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establecieron nueve tratamientos como base del disefio experimental, los cuales
consisten en combinaciones resultantes del método de extraccion de la muestra con las
condiciones de almacenamiento. Los resultados obtenidos revelaron que los
tratamientos con éter fueron los mas adecuados para la extraccion de la muestra ya que
presentaron halos de inhibicion similares a los del estandar con el cual fueron
comparados, se utilizaron como técnicas de siembra discos y pozos en el medio de
cultivo.

Cabrera (2015) establece que el método microbioldgico cilindro en Placa para
valoracién de la potencia de neomicina en productos triconjugados (neomicina +
betametasona + clotrimazol), cumple con los pardmetros de validacion recomendados
por la USP 38, pues la evaluacién estadistica de los resultados demostr6 que el método
analitico es especifico, selectivo, lineal, preciso y exacto en el intervalo de las
concentraciones estudiadas. Por lo tanto, el método puede ser empleado como método
de andlisis en el control de calidad de rutina para determinacion de potencia de neomicina
en productos con esta composicion.

Loor (2022) propuso estudios de precisiéon empleando una herramienta estadistica
importante como fue el andlisis de varianza de un solo factor (ANOVA). Toda la propuesta
metodoldgica fue descrita en un procedimiento especifico para valorar gentamicina en
solucion inyectable y crema. En este estudio, se caracterizaron todas las condiciones
metroldgicas de calibracion para medir el potencial del antibidtico, obteniendo toda la
variabilidad asociada al modelo de regresion lineal simple, con una significancia de
p<0.01. El rango empleado para la concentracion del estandar de gentamicina, para la

cada curva de calibracion fue de 0.256 ug/mL a 0.624 ug/mL, con una concentracion




media de referencia de 0.4 ug/mL. Los limites de confianza fueron determinados
exitosamente, debido a que se tomd en consideracion el aporte de la dispersion del factor
y del error. Finalmente, se comprobo la similitud de los limites de confianza entre las dos
formas farmacéuticas y el tipo de comercializacion empleando pruebas estadisticas
como fueron Levene y Student, obteniendo que no existe diferencias estadisticamente
significativas, p >0.05.Palacios (2018) elaboré un estudio que consistio en emplear el
método cilindro-placa con cultivos microbioldgicos de la cepa Kocuria Rhizophila ATCC
9341, relacionando el diametro del halo de inhibicion de crecimiento del microorganismo
con la potencia antibiética. Los resultados indicaron que la potencia antibiética de los
medicamentos de marca es: 253.57 + 13.95 mg/5mL, 244.55 + 14.47 mg/5mL y 278.51
+16.31 mg/5mL. Por su parte, la potencia antibiética de los medicamentos genéricos es:
257.79 + 10.05 mg/5mL, 259.63 + 12.75 mg/5mL y 253.31 + 11.64 mg/5mL. Se concluy6
qgque no hay diferencia significativa entre la potencia antibiética de tres productos
genéricos y tres productos de marca comercial. Ademas, se concluyd que no hubo
diferencia significativa al comparar independientemente la potencia antibiética de los
productos genéricos y de marca comercial con el valor tedrico que ambos refieren,

estando dentro del rango de 225-300 mg/5mL establecido por la USP-40.

6 Bases teoricas
6.1. Importancia de los antibioticos en la industria farmacéutica
Los medicamentos tienen como finalidad la cura o la prevencion de

enfermedades, a su vez estan compuestos por una o0 varias sustancias principales,
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aquella que ejercer una accion farmacologica se denomina principio activo y aquellos
gue no poseen ningun efecto, pero contribuyen a la formacién de los medicamentos son
llamados excipientes, los medicamentos por su parte deben cumplir tres requisitos
primordiales para poder ser expendidos y utilizados, es decir todo medicamento debe ser
seguro, eficaz y de calidad (Aranda y Rosasco, 2019). Los medicamentos antes de ser
comercializados deben ser sometidos a rigurosas pruebas con el fin de demostrar su
seguridad y eficiencia, la industria farmacéutica es de la principal fuente de financiacion
y la encargada del estudio e investigacion de los medicamentos y la elaboracion de los
mismos (Dominguez et al., 2022 y Paez, 2018).

Por otro lado, para el aseguramiento de calidad, la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS) dicta trabajar bajo la formulacion, implementacion y evaluacion de policias
farmacéuticas nacionales, este sistema permite ordenar, priorizar, planificar, controlar y
evaluar los procesos durante el ciclo de elaboracion de un medicamento, es decir:
produccion, investigacion, distribucion, almacenaje, comercializacion del medicamente
en el pais de origen, ese sistema permite abarcar cambios como la resistencia bacteriana
de forma mas certera e inequivoca (Jiménez, 2018).
6.2. Valoracion de antibidticos

Las evaluaciones microbiolégicas antibidticas consisten en realizar
comparaciones en condiciones de prueba idénticas, donde se analiza la inhibicién de la
multiplicacion de microorganismos sensibles producidos por la concentracion
determinada a partir de la sustancia de referencia a la inhibicion producida por la dilucion
de antibidticos que se evalian. Este experimento coloca claramente la actividad

antimicrobiana real del producto. Los estandares o patrones de referencia utilizados en




las pruebas microbioldgicas son sustancias cuya resistencia (actividad) se ha
determinado frente a sustancias de referencia que se pueden rastrear en patrones
internacionales o preparacion de referencias internacionales apropiadas (Iname y Anmat,
2003). Si se selecciona el modelo de linea paralela, las dos filas formadas por el logaritmo
de dosificacién (o una respuesta cambiada) de acuerdo con la preparacion de la muestra
y la preparacion de referencia debe ser paralela. Para determinar si los antibioticos
cumplen con los requisitos de energia especificados en la monografia apropiada, la
evaluacién debe repetirse y los resultados se unen estadisticamente hasta que se logre
la precision requerida (Iname y Anmat, 2003).
6.3. Técnica cilindro en placa

El ensayo de cilindro-placa permite la medicién de la potencia de un antibiético,
basandose en la medicién del didmetro de inhibicién del crecimiento bacteriano que
rodea a los cilindros que contienen distintas diluciones del compuesto de prueba, las
cuales se colocan sobre la superficie de un medio nutritivo sélido inoculado previamente
con un cultivo de microorganismo adecuado. La inhibicién producida por el compuesto
de ensayo se compara con la producida por concentraciones conocidas de un estandar

conocido (Valendia et al., 2011).

Figura 1

Técnica de siembra




Nota: siembra por difusion en superficie. Tomado de efecto antibacteriano in vitro del
latex de croton lechleri mull. arg.(sangre de grado) frente a Staphylococcus aureus, por
Espinoza y Serna (2018).

Figura 2

Técnica de cilindro-placa
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Nota: esquema de metodologia. Tomado de efecto antibacteriano in vitro del latex de
croton lechleri mull. arg.(sangre de grado) frente a Staphylococcus aureus, por Espinoza
y Serna (2018).
6.4. Validacién método microbiolégicos

Proceso por el cual se busca establecer mediante evidencia analitica y ensayos
de laboratorio que las caracteristicas de las metodologias o aptitudes cumplen con los

requisitos analiticos; es la comprobacion de que los lineamientos o procedimientos

establecidos para el desarrollo de los ensayos garantizan los resultados. (USP, 2022).




7 Parametros a evaluar en una prueba
7.1. Exactitud:
La exactitud de un procedimiento analitico se comparan los resultados obtenidos
de una prueba con el valor verdadero y mide su aproximacion, es decir se mide el sesgo
gue hay entre los dos resultados para identificar si hay o no diferencias significativas;

para la determinacion de la exactitud se tiene un estandar de referencia, con ese




estandar se va a hacer la medicion del sesgo para determinar si hay variacion en la
valoracion de un antibiético (USP, 2022).
7.2. Precision:

Se denomina precisién al grado de concordancia entre los resultados de las
repeticiones individuales realizadas a una muestra homogénea bajo las mismas
condiciones, esa puede conocerse como la medida del grado de reproducibilidad del
procedimiento analitico bajo condiciones normales, cabe resaltar que existe una
precision intermedia conocida como tolerancia, que indica la variacién de las condiciones
ajenas al procedimiento como variaciones en el laboratorio (USP, 2022).

7.3. Especificidad:

Es la capacidad de evaluar de forma inequivoca el analito de interés, en presencia
de otros componentes es decir una muestra heterogénea donde se pueden presentar
sustancias desconocidas (impurezas) sin alterar la identificacion del analito en estudio
(USP, 2022).

7.4. Limite de deteccion:

En la determinacién de la concentracién del analito presente en la muestra, si la
concentracion es muy baja, no es necesario su cuantificacion, lo importante es conocer
si la concentracion esta por encima o por debajo del nivel determinado (USP, 2022).
7.5. Limite de cuantificacion:

Son valoraciones cuantitativas de los compuestos que se encuentran en bajas
concentraciones en la matriz de una muestra llamense impurezas, productos de
degradacion, etc. ademas para procedimientos no instrumentales, esa se puede llevar a

cabo con concentraciones estandares del analito en cuestion (USP, 2022).




7.6. Linealidad:

Es la capacidad de un procedimiento analitico de obtener resultados de una
prueba de forma proporcional, o sea, de forma directa o0 mateméticamente, siendo la
linealidad la relacion entre la concentracion la medida de valoracion; cuando se aplica la
transformacion matematica, los factores de correccion son usados en el analisis de

regresion pueden variar (USP, 2022).

8 Metodologia

La metodologia empleada fue el método microbiolégico de difusion en agar, el
cual fue basado en los lineamientos dados en la Farmacopea de los Estados Unidos
(USP, 2022) y lo descrito por Cabrera, (2015). Se utilizé un lote de neomicina y nistatina
(lotes diferentes; como principios activos), un estandar USP, microorganismos como lo
son Staphylococcus Epidermidis y Saccharomyces Kudriavzevii de cepa ATCC.
8.1. Lineade investigacion
8.1.1 Resistencia microbiana
La resistencia a los antibioticos ocurre cuando la presencia de microorganismos,
bacterias, virus, hongos o parasitos es efectiva para el farmaco utilizado para curar la

infeccion causada por los mismos.
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8.2. Protocolo de validacion
8.2.1. Preparacion del buffer PH 8

Se peso con exactitud cerca de 16,73 g de fosfato dibasico de potasio y 0,523 g
de fosfato monobésico de potasio en 900 mL de agua destilada ajustado a pH 8 +/- 0,05
con acido fosférico de 18 N o hidroxido de potasio 10 N completado a 1000 mL con agua
destilada.

8.2.2. Preparacion del buffer pH 6 al 10 %

Se pesé con exactitud cerca de 20 g de fosfato dibasico de potasio GR y 80 g de
fosfato monobésico de potasio GR en 900 mL de agua destilada ajustado a pH 6 +/- 0,05
con acido fosférico de 18 N o hidroxido de potasio 10 N completado a 1000 mL con agua
destilada.

8.2.3. Preparacion del estandar

8.2.3.1. Neomicina sulfato

Figura 3

Preparacion del estandar de neomicina sulfato
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Nota: esta figura representa el paso a paso de la preparacion del
estandar de neomicina sulfato. Fuente: elaboracion propia.




8.2.3.2. Nistatina

Figura 4

Preparacion del estandar de Nistatina
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Nota: esta figura representa el paso a paso de la preparacion

del estandar de neomicina sulfato. Fuente: elaboracién propia.
8.2.3.3. Preparacién de la muestra

Figura 5

Preparacion de la muestra de Neomicina.
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Nota: esta figura representa el paso a paso de la preparacion de la muestra
de neomicina. Fuente: elaboracién propia.

Figura 6
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Preparacién de la muestra de Nistatina.
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concentracion i

final 72 meg/ml.

Nota: esta figura representa el paso a paso de la preparacion de la muestra
de nistatina. Fuente: elaboracion propia.

8.2.3.4. Preparacion del in6culo

Staphylococcus epidermidis. De un cultivo reciente de S. epidermidis (18-24
horas de incubacion) se realiz6 una suspension en caldo ST a una transmitancia leida a
580 nm del 25 %. Se tomd 0,1 mL del in6culo y se transfirio a 100 mL de medio 11. (USP
2022)

Preparacién del in6culo Saccharomyces kudriavzevii. De un cultivo reciente
de S. kudriavzevii (48 horas de incubacion) se realizé una suspension en caldo ST a una
transmitancia leida a 580 nm del 25 %, se tom6 10 mL del in6culo y se transfirié a 100
mL de medio 19.

Medio base y medio capa Neomicina. Las cajas se prepararon con 11 mL de
medio 11 como base y como capa superficial se usa medio 11 del cual se deben adicionar

6 mL ya inoculados con el microorganismo.




Medio base Nistatina. Estas cajas no requieren capa base, las cajas se
prepararon con 15 mL de medio 19 ya inoculado.

Halos de hidrolisis por latécnica cilindro-placa. Se hicieron pozos a los medios
de cultivo, con el fin de inocular 75 pl de las diferentes diluciones (figura 7). Sembrando
3 cajas por triplicado muestra y estandar.

Figura 7
Pozos a los medios de cultivo

3 cajas de 51 3 cajas dESZ 3 cajas de 54 3 cajas de 55 3 cajas de S6 3cajasdesy 6 cajas por muestra

Nota_: El didmetro de halo de inhibicion fue medido en milimetro. Fuente: elaboracion
propia.

9. Determinacion de los parametros de validacion
9.1. Selectividad (especificidad):

Se verificé la selectividad del método analitico teniendo en cuenta la capacidad
de detectar el analito sin interferencias de otras sustancias o compuestos presentes en
la muestra, para los ensayos se tomaron 3 muestras blanco sin presencia del analito 3
muestras de los productos.

El rango especificado para los %R de neomicina y nistatina en los diferentes
procesos de degradacion es de 5 % a 50 %.

9.2. Precision del sistema:

Se tomaron seis muestras del estandar S4 se calcul6 el promedio, desviacién

estandar y coeficiente de variacion de los resultados.




9.3. Precisiéon del método (repetitividad):

Se les aplico el método a seis muestras al 100,0 % de la cantidad tedrica
declarada por las materias primas individuales e independientes realizadas por el mismo
analista en las mismas condiciones de ensayo.

9.4. Precision intermedia (Reproducibilidad):

Se les aplico el método a seis muestras al 100,0 %, individuales e independientes
realizadas por un analista diferente y en dias diferentes.

Se calcul6 el promedio, desviacion estandar y el coeficiente de variacion, que se
designa CVb. Para su calculo se emple6 el método de relacion de coeficientes que
determina la relacion existente entre CVa (Coeficiente de Variacion obtenido en Precision
del Método) y CVb, mediante la siguiente formula:

Relacion de Coeficientes = CVa/ CVb

El valor de esta relacion debe estar entre 0,5y 2 (0,5 < Relacion < 2) para afirmar
gue el método es reproducible.

9.5. Exactitud:

Se tomaron tres concentraciones del producto a analizar que incluyan el limite
inferior, estdndar y superior de la especificacion del producto con respecto al declarado,
se realizan preparaciones a diferentes concentraciones al 70 %, 100 % y 130 %.

Se realizaron 3 analisis de forma independiente por cada concentracién del
analito. Los datos obtenidos se relacionaron con el contenido real de la muestra,
mediante el calculo denominado porcentaje de recuperacion:

% R = (Obtenido / Real) x 100

Obtenido = Valor obtenido en la cuantificacion realizada mediante el analisis.
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Real = Contenido real del analito, segun los calculos realizados durante la
preparacion de las muestras.

La exactitud del método se determiné empleando el valor promedio del porcentaje
de recuperacion, mediante la siguiente férmula:

Rp=Z%R/n

Rp= Promedio de % de recuperacion calculado con los datos individuales de todas
las series.

Z %R= Sumatoria de los % de recuperacion.

n= Numero de datos

Con el Rp se realiza la prueba t, calculando un valor T asi:

TOB =]100% - Rp| / RSD x n1/2

TOB = Valor T obtenido de los datos del andlisis.

100% = Medida del valor esperado.

Rp = Promedio de % de recuperacion.

n = Numero de datos (Cantidad de datos de porcentajes de recuperacion)

RSD= Desviacion estandar relativa o coeficiente de variacion (CV), de los % de
recuperacion.

Si el TOB es menor que el TTeor para el nivel de significancia elegido, en este
caso (o= 0,05) y n-1 grados de libertad, significa que ambos valores (valor obtenido y
valor tedrico) no son estadisticamente diferentes y por lo tanto el método analitico tendra

la exactitud requerida para el rango de concentraciones incluidas en el analisis.
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9.6. Linealidad:

Para la linealidad se utilizé un rango de concentraciones mas amplio que el intervalo de
concentraciones a establecer; se prepard la matriz del producto y concentraciones
crecientes del analito asi: al 0,40 pg/mL, 0,60 pg/mL, 0,80 pg/mL 1,20 pg/mL 1,60 pg/mL
y 2,40 pg/mL

Se realiz6 cuatro veces en cada concentracion.

10. Resultados y discusién

10.1. Especificidad

Las evaluaciones realizadas con la solucién diluyente y el analito presentados en
la tabla 1, demuestra que el diluyente no genera halos de inhibicién, por lo cual durante
el proceso de validacion de esta muestra no es fuente de alteracion de las
caracteristicas presentadas por la Neomicina y nistatina, ademas, se obtuvo similitud en
los halos presentados por el estandar y los analito sometidos a la prueba, lo que nos
indica que el analito puede ser analizado de manera inequivoca, ya que esta nos permite
determinar que las matrices que seran analizadas en la validacion no presenten
interferencias al sistema y adicional que cumplan especificacion al preparalas a la
concentracion de trabajo, ademas, Hurto y Vignolo, 2019, en el proceso de validacion de
la Gentamicina, obtuvieron en la evaluacion de especificidad y selectividad resultados

conformes, siendo estos determinados por la respuesta del diluente, materia prima y
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activo por potencia microbiologica encontrandose que el diluente no genera halo de
inhibicion que interfiera con el generado por el analito en el estandar y en la muestras.
Tabla 1

Datos de la especificidad

ITEM PESO HALO PROMEDIO
(mg) (mm)

Diluente 1,0 N.D.

Estandar 16,2 16,48

Muestra 19,1 16,49

Nota: N.D.: No detectable. Fuente: elaboracion propia.
10.2 Selectividad

Se realizé una valoracion microbioldgica a diferentes procesos de degradacion
para neomicina y nistatina (tabla 2 y 3). Se observa el resultado de degradacion de la
muestra segun el tratamiento, obteniendo los siguientes resultados. La muestra
degradada un 31,6 % y 39,7 % por efecto acido respectivamente, un 8,37 % y 43,3 %
por efecto basico, un 25,4 % y 47,3 % efecto térmico y por exposicion a la luz solar se
degrado6 un 28,8 % y 46,9 %. Asi mismo se observo que pese a la degradacion del
principio activo, esto no altera las caracteristicas de los analitos lograndose obtener halos
de inhibicidn sin alteraciones. Lo que indica que el parametro cumple con los criterios de
aceptacion plasmados en la USP, que son entre 5 % y 50 % de degradacion. Indica,
ademas, que el activo de neomicina es mas sensible a tratamientos acidos y para
nistatina los tratamientos térmicos. Por lo tanto, en procesos de manufactura que
impliquen él uso de estas muestras deben evitarse este tipo de ambientes.
Tabla 2

Datos de la degradacién para neomicina
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Tipo de muestra/ Peso Halo de Porcentaje Porcentaje

Tratamiento (mQ) inhibicion obtenido de
(mm) degradacion

Estandar + HCI 16,2 13,10 68,4 31,6
Estandar + NaOH 16,2 13,74 92,2 7,83
Estandar + Calor 16,2 13,48 81,5 18,5
Estandar + Luz solar 16,2 13,16 70,2 28,8
Muestra + HCI 19,1 13,34 80,2 19,8
Muestra + NaOH 19,1 13,63 91,6 8,37
Muestra + Calor 19,1 13,19 74,6 25,4
Muestra + Luz solar 19,1 13,61 90,7 9,3

Nota: esta tabla presenta los datos de la degradacion para neomicina segun el tipo de
muestra. Fuente: elaboracién propia.

Tabla 3

Datos de la degradacién para nistatina

Halo de Porcentaje
Tipo de muestra/ Peso Porcentaje

inhibicion de
Tratamiento (mg) obtenido

(mm) degradacién
Estandar + HCI 15,90 18,97 60,3 39,7
Estandar + NaOH 15,90 18,69 56,7 43,3
Estandar + Calor 15,90 18,36 52,7 47,3
Estandar + Luz solar 15,90 18,56 53,1 46,9
Muestra + HCI 16,0 20,37 84,2 15,8
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Muestra + NaOH 16,0 18,92 61,2 38,8
Muestra + Calor 16,0 19,08 63,4 36,6

Muestra + Luz solar 16,0 18,51 53,7 46,3

Nota: esta tabla presenta los datos de la degradacion para nistatina segun el tipo de
muestra. Fuente: elaboracién propia.

10.3 Linealidad y exactitud

Para llevar a cabo este parametro se prepararon 3 concentraciones de las
muestras de neomicina y nistatina, una minima al 70 %, una estandar al 100 % y una
maxima del 130 %, con las concentraciones de 0.84 - 1.20 — 1.56 pg/mL
respectivamente. Se realizaron 3 pruebas independientes al nivel de concentracion, y
con los halos medidos se determinaron las concentraciones obtenidas o concentraciones
reales para cada uno de ellos.

Al realizar los calculos de porcentajes recuperados para cada concentracion se
obtuvo datos entre 99.36 % y 101.16 % (tabla 4) con un promedio de principio activo %
R de 100.28 % el cual se encuentra dentro del criterio de aceptacion establecido en el
protocolo de validacion basado en la USP (95 % - 105 %).

Para estimar el grado con que se ajustan los puntos experimentales a la linea
recta, se calcula es la linealidad y la exactitud, recibiendo datos aceptables para los dos
casos de r2mayor a 0.95 (tabla 6). Lo que demuestra que existe una correlacion positiva
entre las variables.

Tabla 4

Datos de linealidad y exactitud

Cantidad Concentracion 2 Porcentaje
o Concentracion DSR
% inicial esperada recuperada (ug/mL) de (%)
(mg) (ug/mL) P Hg recuperacion
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70% 11,3 0,84 0,847 101,03

70% 11,3 0,84 0,839 100,13 0,68
70% 11,3 0,84 0,838 99,69
100% 16,2 1,20 1,201 100,15
100% 16,2 1,20 1,211 101,05 0,68
100% 16,2 1,20 1,195 99,70
130% 21,0 1,56 1,578 101,16
130% 21,0 1,56 1,564 100,26 0,90
130% 21,0 1,56 1,550 99,36

Nota: se presentan los datos de porcentaje de recuperacion para cada concentracion.
Fuente: elaboracion propia.

Tabla 5.

Datos obtenidos de la linealidad del sistema

CONCENTRACION HALO
% (gimb) HALO1 HALO2 HALO3 HALO4 _o-v. - -
33 0,40 14,27 14,43 14,27 14,33 14,33
50 0,60 14,73 1527 1473 1507 14,95
67 0,80 15550 1543 16,00 1550 15,61
100 1,20 16,10 16,40 16,20 17,10 16,45
133 1,60 17,53 17,47 17,87 17,93 17,70
167 2,00 18,37 17,83 18,10 18,27 18,14
200 2,40 18,17 18,27 18,17 1857 18,29

Nota: esta tabla presenta los datos obtenidos de la linealidad del sistema. Fuente:
elaboracion propia.

Tabla 6.

Resultados de las pruebas estadisticas para la linealidad del sistema

Prueba estadistica Criterio de Resultado
aceptacion

Coeficiente de determinacion r2>0,95 0,9548

Significancia de la pendiente FcaLcuLabo > FrasLa 589,026>4,230

Nota: datos de criterios de aceptacion y valor obtenido. Fuente: elaboracion propia.
10.5. Linealidad del método
Con un peso del estandar de 16,2 mg y la potencia del estandar de 611,63 g de

Neomicina por mg en B.S. y nistatina se obtuvieron los datos presentados en la tabla 7
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de lo cual se obtuvo la ecuacion: Halo (mm) = 7,0969 Log [Neomicina] + 16,5854 (tabla

8) y Halo (mm) = 11,8322 Log [Nistatina] — 0,8985 (tabla 9).

Tabla 7

Datos obtenidos de la linealidad del método

% CONCENTRACION HALO HALO HALO HALO HALO

(Mg/mL) 1 2 3 4 PROMEDIO
33 0,40 13,30 12,90 13,17 13,13 13,13
50 0,59 15,33 15,37 15,37 1543 15,38
67 0,79 16,17 15,80 16,07 16,37 16,10
100 1,19 17,27 1757 17,63 17,60 17,52
133 1,59 18,10 18,03 18,47 18,20 18,20
167 1,98 18,80 18,03 18,30 18,27 18,35
200 2,38 19,43 18,83 18,63 19,07 18,99

Nota: esta tabla presenta los resultados obtenidos de la linealidad del método. Fuente:
elaboracion propia.

Tabla 8.

Resultados de las pruebas estadisticas para la linealidad del método de neomicina

Prueba estadistica Criterio de Resultado
aceptacion

Coeficiente de determinacion r2> 0,95 0,9523

Significancia de la pendiente FcaLcuLabo > FrasLa 494,929 > 4,230

Nota: esta tabla contiene los datos de criterios de aceptacion y valor obtenido para el
caso de neomicina. Fuente: elaboracion propia.

Tabla 9.

Resultados de las pruebas estadisticas para la linealidad del método de nistatina
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Criterio de

Prueba estadistica . Resultado
aceptacion

Coeficiente de determinacion r2> 0,95 0,9554

Significancia de la pendiente FcaLcuLabo > FrasLa 560,886 > 4,230

Nota: esta tabla presenta datos de criterios de aceptacion y valor obtenido para el caso
de nistatina. Fuente: elaboracion propia.

Se observo que, la realidad del método evaluada cumple con todos los criterios
de aceptacion y que existe una relacion directamente proporcional entre la concentracion
del principio activo y la respuesta que genera.

10.6. Precision del método

Se realiz6 una valoracion microbioldgica a 6 muestras obteniendo lecturas de halo
del estandar al 100 % de la linealidad del sistema (tabla 10).

Se obtuvo entre los valores que el método para cuantificar neomicina y nistatina
es repetitivo y que su coeficiente de variacion no es mayor al 5 %, tal como lo indica el
criterio de aceptacion en la USP.

Tabla 10

Datos de la precision del método

Peso de Halo Resultado Resultado
Muestra muestra (mm) (ug/mg) (%)
(mg)

1 16,2 16,72 631,39 105,23
2 16,2 16,70 625,76 104,29
3 16,2 16,66 617,41 102,90
4 16,2 16,74 637,07 106,18
5 16,2 16,70 625,76 104,29
6 16,2 16,66 617,41 102,90

G1 (Valor minimo) 0,429

G1 (Valor maximo) 0,571

Nota: esta tabla presenta los datos de precision del método. Fuente: elaboracién propia.
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10.7. Precision del sistema
Se realizé el tratamiento estadistico con las 6 lecturas de halo obtenidas con el
estandar al 100 % de la linealidad del sistema (tabla 11), demostrando asi que La
desviacion estandar obtenida es de 0,82 % lo que indica que el método cumple con los
criterios de aceptacion dados por la USP ya que es menor al 10 %.
Tabla 11

Datos del estandar para la precision del sistema

Peso

. Concentracion Lectura HALO
estandar (ug/mL) No (mm)
(mg) '
1 16,5
2 16,6
3 16,8
16,2 1,20 4 16 6
5 16,5
6 16,8
PROMEDIO 16,63
DSR (%) 0,82

Nota: esta tabla presenta los datos del estandar para precision del sistema. Fuente:
elaboracion propia.
10.8. Precision intermedia

Dos analistas diferentes aplicaron el método a 6 muestras individuales e
independientes del producto al 100 % de concentracion de los analitos de interés
analizando los resultados durante dos dias (tablas 12 y 13).

Se demostré mediante el calculo de los coeficientes de variacion de las muestras
un valor comprendido entre 0,5 y 2,0 por lo cual se comprueba que el método es

reproducible.
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Tabla 12

Datos y resultados de las muestras para precision intermedia: Analista 1y 2 Dia 1.

Analista 1
Muestra Peso de Halo Resultado Resultado
muestra (mm) (ng/mg) (%)
(mg)
1 16,2 16,72 631,29 105,23
2 16,2 16,70 625,76 104,29
3 16,2 16,66 617,41 102,90
CVb 1,126
Analista 2
1 16,2 16,65 614,65 102,44
2 16,2 16,72 631,39 105,23
3 16,2 16,68 620,18 103,36
CVb 1,371

Nota: esta tabla presenta los resultados para precision intermedia de analista 1y 2 en el
dia 1. Fuente: elaboracion propia.

Tabla 13

Datos y resultados de las muestras para precision intermedia: Analista 1y 2 Dia 2
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Analista 1

Muestra Peso de Halo Resultado Resultado
muestra (mm) (ug/mg) (%)
(mg)
1 16,2 13,92 628,52 104,75
16,2 13,96 638,30 106,38
3 16,2 13,94 635,02 105,84
CVb 0,785
Analista 2
1 19,1 13,94 635,02 105,84
2 19,1 13,96 638,30 106,38
3 19,1 13,92 628,52 104,75
CVb 0,785

Nota: esta tabla presenta los resultados para precision intermedia de analista 1y 2 en el
dia 2. Fuente: elaboracion propia.

10.9. Limite de deteccion

Se prepararon tres muestras a evaluar de diferentes concentraciones 0,10 - 0,20

— 0,40 png/mL, se observé que la concentracion de 0,10 ug/mL no presento respuesta, se
estima que el limite de deteccion es 0,20 ug/mL, ya que es la minima concentracion de
activo a la que se obtuvo un halo de inhibicién (tabla 14), logrando asi establecer el limite
detectable.
Tabla 14

Datos y lecturas del limite de deteccion

Muestra Peso de Concentracion Halo

No. estandar (mg) de Neomicina (mm)
(Hg/mg)

16,2 0,100 N.D.

2 16,2 0,199 9,86
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3 16,2 0,399 11,79

Nota: N.D.: No detectable y N.A.: No aplica. Fuente: elaboracion propia.

10.10. Limite de cuantificacién
Para determinar el limite de cuantificacion, se realiz6 un ensayo de recuperacion
a 0,40ug/mg con 6 muestras; se determind que el limite de cuantificacién de 0,40 pg/mL
es preciso y exacto, superando al doble en concentracion al limite de deteccion con una
recuperacion de 100,50 %, en un intervalo de £ 0,88 % y con un coeficiente de variacion
de 1,06 % vy, por lo tanto, es valido para la cuantificacion (tabla 15).
Tabla 15

Datos y resultados del limite de cuantificacion

No. Cantidad Concentracién Concentracién Porcentaje de
inicial (mg) esperada (ug/mL) recuperada (ng/mL) recuperacion

1 16,2 0,40 0,403 100,94

2 16,2 0,40 0,406 101,85

3 16,2 0,40 0,397 99,60

4 16,2 0,40 0,399 100,04

5 16,2 0,40 0,395 99,15

6 16,2 0,40 0,404 101,40

PROMEDIO 100,50

DSR (%) 1,06

Nota: esta tabla presenta los resultados de limite de cuantificacion. Fuente: elaboracion
propia.
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11. Anélisis de resultados

11.1 Especificidad: en la especificidad se demostré que el diluyente no genera
halos de inhibicién, por lo cual durante el proceso de validacién de esta muestra no es
fuente de alteracién de las caracteristicas presentadas por la neomicina y nistatina,
ademas, se obtuvo similitud en los halos presentados por el estandar y los analitos
sometidos a la prueba, lo que nos indica que el analito puede ser analizado de manera
inequivoca

11.2. Selectividad: en este pardmetro, se observa el resultado de degradacién
de la muestra segun el tratamiento obteniendo los siguientes resultados: la muestra
degradada un 31,6 % y 39,7 % por efecto acido respectivamente, un 8,37 % y 43,3 %
por efecto basico, un 25,4 % y 47,3 % efecto térmico y por exposicion a la luz solar se
degradd un 28,8 % y 46,9 %. Asi mismo se observé que pese a la degradacion del
principio activo, esto no altera las caracteristicas de los analitos lograndose obtener halos
de inhibicién sin alteraciones. Lo que indica que el pardmetro cumple con los criterios de
aceptacion plasmados en la USP, que son entre 5 % y 50 % de degradacion. Sefiala,
ademas, que el activo de neomicina es mas sensible a tratamientos acidos y para
nistatina los tratamientos térmicos. Por lo tanto, en procesos de manufactura que

impliquen él uso de estas muestras deben evitarse este tipo de ambientes.
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11.3 Linealidad y exactitud: en este estudio al realizar los célculos de los
porcentajes de recuperacion para cada concentracion se obtuvo datos entre 99.36 % vy
101.16 % con un promedio de principio activo % R de 100.28 % el cual se encuentra
dentro del criterio de aceptacién establecido por la USP (95 % - 105 %).

Para evaluar el grado desde el cual los puntos experimentales se ajustan a la linea
recta obtenida en regresion, se calcularon los coeficientes de correlacion para la
linealidad y la precision, recibiendo datos aceptables para dos casos de r? (mayor a 0,95).
Lo que demuestra que existe una correlacion positiva entre las variables de la exactitud
y la linealidad.

11.4 Linealidad del método: en este parametro se observo que, la realidad del
método evaluada cumple con todos los criterios de aceptacion y que existe una relacion
directamente proporcional entre la concentracion del principio activo y la respuesta que
genera.

11.5 Precision del método: en la precision del método se obtuvo entre los valores
gue el método es repetitivo y que su coeficiente de variacion no es mayor al 5 %, tal
como lo indica el criterio de aceptacion en la USP.

11.6. Precision del sistema: que La desviacion estandar obtenida es de 0,82 %
lo que indica que el método cumple con los criterios de aceptacion dados por la USP ya
gue es menor al 10 %.

11.7. Precision intermedia: Se demostré mediante el calculo de los coeficientes
de variacion de las muestras un valor comprendido entre 0,5 y 2,0 por lo cual se

comprueba que el método es reproducible.
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11.8. Limite de deteccion: se estima que el limite de deteccién es 0,20 pg/mL,
ya que es la minima concentracién de activo a la que se obtuvo un halo de inhibicion
logrando asi establecer el limite detectable.

11.9. Limite de cuantificacion: se determind que el limite de cuantificacién de
0,40 pg/mL es preciso y exacto, superando al doble en concentracién al limite de
deteccion con una recuperacion de 100,50 %, en un intervalo de + 0,88 % y con un

coeficiente de variacion de 1,06 % y, por lo tanto, es valido para la cuantificacion.
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12. Conclusiones

Los resultados obtenidos en la validacidon permiten concluir que el método
empleado de difusion en agar para el analisis de valoracién por potencia microbiolégica
cumple con los parametros establecidos en la USP vigente ya que los resultados
analiticos y estadisticos obtenidos se encuentran dentro de los criterios de aceptacion
planteados en la validacién. Se determina que el método es lineal, selectivo, preciso y
exacto.

Se verificd que las condiciones, materiales e insumos empleados en el laboratorio
para los analisis de potencia microbioldgica no interfieran en los resultados del estudio.

Se determina que los materiales e insumos empleados en el laboratorio para la
ejecucion de la validacién son adecuados y cumplen con los requisitos establecidos en
las farmacopeas (medios de cultivo, cepa microbiolégica y sustancias reactivas
armonizadas) ya que no presentan interferencias en la obtencion de los resultados
comprobandose en el parametro de especificidad del método que los resultados del
estandar y la muestra se encuentran dentro de los criterios de aceptacion.

Se estandariza la metodologia analitica para el analisis de rutina de las materias
primas de neomicina y nistatina ya que en los parametros de precision se corrobora que
el método es repetitivo y reproducible lo cual permite mantener un comportamiento

constante en los resultados de las valoraciones que se ejecuten empleando estas
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metodologias.

13. Recomendaciones

Se recomienda este tipo de andlisis ya que se obtienen resultados confiables y
seguros. Ademas, presente margenes de error y desviaciones estdndares relativas
minimas, asegurando asi la veracidad de los datos.

Los parametros validados y establecidos en esta metodologia se deben incluir en
los procedimientos. Adicionalmente, se debe ejecutar la técnica cada vez que de materia
prima se trate el analito acorde a lo establecido en la validacion.

Cada vez que se proporcione un cambio en los parametros se debe hacer una
revalidacion, pues segun la norma no se debe realizar cambios sin antes hacer un ajuste
de técnica

Se recomienda ejecutar estas técnicas con personal capacitado y con experiencia
para asi evitar el gasto inadecuado de insumo ya que estos presentan un alto costo

econémicos.
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