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INTRODUCCION

Ds'Lgbargtorios Smith Kline Beechamjfarmacéqtica se

e}qburan\ prodictos “antibidticos (f-lactdmicos) derivados de

'7faltﬁé;}éiii;a,ﬂ los cuales se valoran microbioldgicamente
«;ar$ ‘determinar la actividad que poseen cuando se aplican en
v¥ufﬁa diluida sobre microarganismos especificos.
Debido a la falta de evidencia documentada que requiere
‘un andlisis de este tipo para amoxkicilina en nuestro pais y
considerando la similitud de estructuras quimicas con la
ampicilina, se adaptd un método de andlisis microbioldgico
utilizando las condiciones analiticas reportadas para asta
dltima.
Se demostrd la validez del ensayo a través de la
" relacidn lineal que existe entre el logaritmo de la ddsis y
la ‘respuesta obtenida por el médtodo (modelo de lineas
paralelas). Para estimar la potencia relativa de la muestras
con tespecto a la del patrdn se utilizé un procedimiento de
5+t dosis, y una ver lograda la adaptacion del método, se
procedid a la validacidn del mismo evaluando diversos
parametros analiticos tales como precisidn, exactitud,
linearidad, reproducibilidad, repetibilidad, estahilidad de

la muestra analitica y especificidad.



nuevos lineamientos de la asegura

la - eficacia terapéutica:- de ics;pro'w ( arértié‘de cali-

dad) y.. ademds. se tieﬁe una alternativq1par; 1§‘reduccién de
costos. durante el analisis de lnsrmishos; 7

Con este estudio se concluye que aﬁtibiéticus con el
Vrmis;o nidcleo quimico (acido &-aminopenicilinico) . pueden ser
cuantificados microbiolagicamente usando similares factores

de andlisis.

(8]



1I. ANTECEDENTES TEQRICOS

A: Definicién y Clasificacion de los Antibidticos

Uno de 1los acontecimientos mas trascendentales de los
hallazgos cientificos, lo constituye - sin duda alguna el
descubrimiento de los antibisticos. Etimoldgicamente, 1la
palabra antibidtico significa destruit la vida, y de acuerdo
a esta definicidn, cualquier agente fisico, quimico o
mecdnico podria ser un antibiotico, sin embargo, el concepto
de que las sustancias producidas por un microorganismo vivo
pueden mater a otros, es casi tan antiguo como la misma
ciencia micrabioldgica, mas aun la aplicacién de la
terapautica antibidtica, sin saber que era tal, es mucha mas
antiqua, ya que los chinos conocian hace poco mas de 2500
afios las propiedades de la cdscara enmohecida de la soya, la
cual aplicaban a las infeccicnes como antibiodtico (1).

En forma general, los antibidticos son sustancias
quimicas producidas por diferentes tipos de microorganismos,
que suprimen a su vez el crecimiento de otros microorganis—
mos y eventualmente pueden destruirlos (2)(3).

Fara clasificar y agrupar a los antibidticos se han
utilizado diferentes métodos, pero todos ellos tienen
excepciones y superposiciones, sin embargo, existe uno mds

especlfico que toma en cuenta la estructura quimica y el me-

(2]



canismq‘dé‘acciﬁn y. las:cla;ifita de La,siéuiente,furmaz

“Antibisticos “qle inhiben’ @ activanenzimas  que

- paredes - celulares bacterianas, causando pérdida

’égcueﬁtran‘las penicilinas y cefalospaorinas.

”2. Antibidticos que actian directamente sobre la
'memﬁrana célular, afectando la permeabilidad de la membtana,
produciendo Ffiltracidn de compuestos intracelulares; entre
bellos se encuentran las polimixinas y agentes antifdngicos
de nistatina y anfaotericina B, que se unen a los esterales
de la pared celular bacteriana.

3. Antibioticos que afectan la funcidn de los ribosomas
bacterianos, causando inhibicidn irreversible de la sintesis
de proteinas; estos bacteriostaticos incluyen cloramfenicol,
tetraciclinas, eritromicina y lincomicina.

4. Antibidticos que se unen a la unidad ribosomal 308 y
causan acumulaciédn de complejos iniciales en la sintesis de
proteinas, lectura erronea del RNAm vy produccidan de
polipéptidos anormales; estos pertenecen al grupo de los
aminoglucdsidos, que son bactericidas.

5. Antibioticos que afectan el metabolismo del A&cido
nucleico, como 1la rifampicina, que inhibe la RNA-polimerasa
dependiente del DNA.

é6. Antimetabolitos, incluyen el trimetroprim y las



'_5u1fahamﬁdas* Vﬁye ‘bloguean pasos metabdlicos especificos,

“escenciales para el microorganismo.

“ton -el tiempo, al dilucidarse mecanismos de accidn mads
tampiéjos, surgiradn categorias adicionales, sin embargo, en
la actualidad el mecanismo de accidn de muchos antibidticos

es desconecido (4).

Este trabajo toma . en cuenta solo antibidticas que
destruyen la pared celular bacteriana mediante reacciones
enzimaticas (antibidticos f~lactdmicos), incluyendo una
monaografia completa del antibiotico en cuestidn (amoxici-

cilina).



B. Monografia de la Amoxicilina
1. Descripcidn

ka)Sinbnimos. Acido & - [ D-(-)-alfa-amino~p~hidroxifenil-
acetamidol penicilinico; p-hidroxiampicilinas amux{cilina;
alfa-amino-p~phidroxibencilpenicilina; Acido é~-{p-hidroxi-
alfa—aminofenilacetanida) penicilinico.

Trihidrato : A-Gram, Amodex, Amoxibiotic, Rméxidal,
Amoxil, Moxipen, Clamoxil, Moxal, Moxaline,  Pamocil,

Fenamox, Robamox, Utimox, Wymox.

b) Fdarmula y peso molecular.

. T8 3
. HO CHCONH
i CH3
Ni, N .
) "COOH

419.44 g/mol

Figura 1. £structura Quimica de la Amaxicilina (S).



€)' Apariencia, color y olar. La amoxicilina.trihidrato es
un leQp cristalino blanco. La amoxi:ilina,‘similar a:atros
antibidticos “semisintéticos, posee el olor caracterlstice de

las penicilinas descrito como de tipe sulfuroso.

2. Propiedades Fisicogquimicas

a) Absorcion Ultravioleta (UV). UV maxima (HC1
O.1N): 229 nm (e 9500), 272 nm (g 1080); (KOH 0.IN): 291 nm
(e 3000), 248 nm (e 2200) (Figura 2); {(Etanol): 274 nm (e
1400) , 230 nm (e 10850) (Figura 3).

b) Espectro Infrarojo (IR). (Figura 4).

¢) Espectro de Resnnancia_ Magnética Nuclear (RMN).

(Figura 5).

3. Estabilidad de l1a Amoxicilina

La amoxicilina es degradable en presencia de peniciling
hidrolasas. En bases fuertes descompone par apertura del
anillo lactdmico a 4&cido penicildico, siendo esta la base
para su anadlisis por yodometria. La amoxicilina en Acido se

hidroliza para formar acido penicilinico de amouxicilina, el

~t
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Figura 2. Espectro de Absorcidn Ultravioleta de
amoxicilina trihidrato usando una solucidn de acido

clorhidrica 0.1 N e hidrasido de sodio 0.1 N.
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Figura 3. Espectro de Absorcién Ultravioleta

amoxicilina trihidrato utilizando etanol.
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Figura 4. Espectro Infrarojo de amoxicilina

utilizando una pastilla de bromuro de potasio.




Figura 5. Espectro de Resonancia

amoxicilina trihidrato.
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cual absorbe "a 320 nm. Esta hxdrblxsxs é:xd; es la bése para
la determ:na:xon de amp1c111na Y amowzcxlxna.i v

Todas 1as penxcxlxnas semxsxntétxcaa son’ eléboradas a
partir del Aacido é&-aminopenicilinico, el cual no ha sido
encontrado como un producto de degradaciodn.

La amoxicilina, en formas de dosificacidn oral, es una
emulsidn insoluble a 125 mg\S ml y tiene la capacidad de
retener en un 90 % su actividad por 2 semanas a temperatura
ambiente o a 4°C. De las soluciones guardadas durante 7 dias
a temperatura ambiente, solo el 50% de la amoxicilina perma-—
necid intacta, pero a 4*C se mantuvo el 100%Z.

La amoxicilina en polvo seco: cdpsulas y polvas para su
dosificacidn oral pueden retener su actividad por un periodo
de S afios, sin embargo, las fechas de caducidad son general-

mente de I atios (6).

4. Solubilidad

Seolvente mg / ml

Agua 4
Metanal 7
Etanol (absoluta) 3
Acetona 1
Dioxano 0.8

Acetato de etilo Insoluble

Tabla I. Datos de solubilidad de amoxicilina en diferentes
solventes.



n agua depende del 'pH; léiniehﬁargny a

pH 4-8, esta varia d ‘4 2 - 9 0 mg/ml.

S. Métodos de Andlisis

Las pruebas requeridas para la certificacion: de. amoxi—
cilina incluyen: potencia (950-1050 mcg/ml) en base anhidra
humedad (11.5-14 %4, por Karl Fisher); pH (3.5-6); cumplir
con pruebas de seguridad; ser cristalina; dar una iden—
tificacian positiva en IR; 1la titulacion con Acido y
base (metdxido de litio y Acido percldorice) no debe ser
menor al 90% sobre la base seca. El ensayoc puede ser efec—
tuado vyodométricamente, colarimétricamente o microbioldgi-

camente usando Sarcina lutea en un procedimiento de difusidn

en placa.

tas formas de dosificacian fabricadas, caApsulas,
tabletas y suspensiones orales reguieren de amoxicilina
certificada y los 1lotes elaborados cumplir con ciertas
pruebas del laboratorioc de control de calidad que incluyen
pruebas filsicas, humedad, ensayo e identificacidn par
cromatografla en capa finas para las suspensiones orales
incluyen las mismas pruebas mas el pH.

Existen otros procedimientos analiticos para amoxici—

lina que incluyen la medicion de la absorcidn a 320 nm del

o
2]



del’ Acidn,."péni‘c'illr!iré.q formado ‘en presencia de acido y

cbb;'e'.AV" Un "mét:éd’;':’“ usando Cromatografla de Liquidos de Alta
Presion  (CLAP) ha ‘sido publicado ‘para ampicilina; CLAP
pareo‘:e‘ se:r un excelente” prncédimiento cromatogerafico
cliantitative’ : ;;;ai'a ‘ﬂﬁam'm‘(icrilina ya - que - no requiere
carlen‘tamiento (nﬁ ‘d':e‘st’ructi‘v_o) "y es cuantificado realmente

por medicidn. de la intensidad del pica (7).

b&. Evidencia Farmacoldgica

La amoxicilina fud sintetizada y protegida por una
patente varios afios después que la ampicilina, la cual es
una de las penicilinas mds comunes.

New .y Winshel demostraron que 1la amoxicilina y la
ampicilina poseen un espectro antibacteriano similar, de
igual forma, reportaron que la amoxicilina fue absorhbida
mejor y produce mejores niveles en suero que la ampicilina.
Sutherland et. al. amplido este panorama cuando compard ambas
penicilinas encontrando una mayor actividad de ia
amoxicilina cantra Staphylacoccus aureus, estreptococos

B-hemoliticos, Streptococcus pneumoniae, Streptococcus

faecalis, Hemofilus influenzae, Neigseria gonorrae, E. coli,

Serratia marcences, klebsiella y salmonella.

14



Inguld demostrd que la amoxicilina tiene mayor
penetracidn que la ampicilina hacia la pared celular
bacteriana y es mds efectiva contra infeccicnes causadas por
microorganismos Gram negativos, posee una mayor penetracién
hacia las secreciones respiratorias obteniédose niveles
tisulares mds altos.

Los niveles en suero son el daoble que los de ampicilina
y mds prolongados. La amoxicilina es mds estable en acido
gadstrico y 1los niveles en esputo, mucosa sinusa y fluido
intersticial son mds altos que con ampicilina.

Se reportd el uso de amexicilina contra diversas
infecciones que incluyen infecciones biliares, ginecoldgicas
y de los huesos. En cientos de pacientes fué un efectivo
agente antibacteriano del tracto urinario, infecciones del
tracto respiratorio, piel y algunos tejidos e infecciones
del tracto gastrointestinal (8).

Como se observa en la discusidn anterior, la amoxici-
lina parece poseer un espectro antibacterianc mas amplio gque
la ampicilina, 1o cual hace a la primera un antibidtico de
mayor eleccidn para combatir un gran ndmero de microorga-

nismos patdgenos.

15



C. Suspensiones

Una sﬂspensidh Féméééutita'»sendefine como una disper-—
sion heterogénea ‘que‘,confiehé ﬁaterial insoluble finamente

dividido, suspendido-en un.medio liduidb.

Se  administran Bbr via 6ral, ‘se  inyectan por via

intramuscular o subcutdnea o se aplican en piel en topicos y
s .usan oftalmicamente. . Como algunos productas se preparan
ocasionalmente en faorma seca para colocarlos en suspension
al dispersarlos mediante la adicidn de wun vehiculo
apropiado, esta definicidn se extiende para incluir dichos
productos ().

Una suspension de fdrmula adecuada debe cumplir con
ciertos criterios. LlLas particulas dispersas deben tener un
tamafio tal que no las haga sedimentar rapidamente en el
recipiente, pero si hay sedimentacisén, el sedimento no debe
ser una pasta dura si no que debe ser capaz de redispersion
con un esfuerza minimo por parte del paciente. Ademds el
producto debe ser Ffacil fluidez, de sabor agradable vy
resistente al ataque microbiano.

Parametros a controlar durante el proceso de fabrica-
cidn de una suspensidn:

a) Tamabo de la particula

b) Adician correcta de las materias primas

c) Velocidad y tiempo de mezclado

14-.



Componente

Dasis

Principio activo

Dosis terapéutica

Agente suspensor 0.5-1.0 %
Dispersante 1.0 %
Coloide protector 3.0-5.0 %
Edulcorante +/=30.0 %
Espesante = 1.0 %
Conservadores 0.1-0.5 %
Buffer (sistema amortiguador) regular pH
Arcmatizante 0.1 %
Colorante 0.1 %
Vehiculo cbp

= 1.0 %

Antioxidante (en algunos casos) =

Tabla II. Componentes minimos de una suspension como produc—
to terminado.

Cantroles de calidad necesarios para una suspensidn (10):
Organolépticas

Valoracidn del principio activo

Redispersabilidad
Humedad (Kar! Fisher) (en caso de polvo p/reconstituir)
Velocidad de sedimentacidn

Volumen de sedimentacian

Ensayo Microbioldgico {(en caso de antibidticos)

Densidad y pH



D. ENSAYO MICROBIOLOGICO

1.Teoria de la Formacién de las Zonas de_ Inhibicidn

El métaodo de difusidn en agar empezd a emplearse cuanti
tativamente a partir de los trabajos hechos por Chain'y
colaboradores en 1940 al introducir estos ensayos en los
procesos de purificacion de la penicilina.

El  sistema en general comprende: un medio de agar
nutritivo inoculado con una suspensidn del microorganismo de
prueba en 1la forma vegetativa (o de espora), la suspensidn
se hara a partir de un microorganismo incubado para logratr
la fase lag (fase de adpatacidn del microorganisme en el
medic de cultivo) (0 en el caso de utilizar microorganismos
esporulados, mads  alla de la fase lag). El limite de la zona
de inhibicién serd donde haya suficientes células que
absorban todo el antibiatico impidiendo 1la difusidn

adicional del mismo (11).

a. Las leyes de difusidn. La difusidn puede definirse como
el procesc por el cudl los movimientos que producen al azar
las moléculas, transfieren material de una posicidn a otra.
La velocidad de difusidn a través del agar depende de
la concentracion en el depdsito, el tamafio y la forma de la

molécula del antibidtico, 1la viscesidad. del medio, la

18



temperatura y de otros agentes como elvconteniﬁo idnico del
medio.

Para un antibidtico determinado, 1la velocidad de
difusidn en un medio definido bajo condiciones de prueba
controladas, puede determinarse experimentalmente y expre-
sarse como una constante (coeficiente de difusion){12).

En condicianes de prueba &ptimas, la distancia alcan-
" zada por una concentracidn particular de un antibidtico en
un periodo de tiempo dado es proparcional a la cantidad de
antibiotico en el depdsita.

Una vez que la difusidn ha empezado, se inician dos
procesos simul tdneamente, en el primero, la difusion del
antibidtico en forma radial a partir del depdésito, produce
un gradiente de concentracidn que cambia gradualmente. Al
mismo tiempo, el micranrganismo empieza a metabolizar y
después de la fase lag inicial, el crecimiento prosigue a

una velocidad logaritmica.

b. Concentracién critica (m’). La concentracidn critica es
una medida de la sensibilidad del microorganismo de prueba
bajo las condiciones particulares del ensayo. La concentra-
cidn del antibidtico 1llega a la posicidn de la futura zona
limitante a un cierto tiempo (tiempo critico), durante el

cual la concentracion critica inhibitoria puede difundir en

19



eritico (Toys E1 tigmp ltic‘o’;.es’i,e‘l; periodo de
’,Ereéimiénté bdel micrnofgahismut;éi ~t&é1‘iléga'la poblacidn
critica (N)’. Es el tiempo daﬁ&é %é Fijahei ﬁnrde de la zona
Yy . puede determinarse por preincubacidn. del medic inoculado
variando periodos antes de la adicidn de la solucion del
antibiotico en el depasito.

E1 tiempo critico depende de la fase lag (L) y del
tiempo de generacién (6), por 1lo tante, depende de la

temperatura y del inoculo (No) (poblacidn del indcule). Es

independiente de la concentracion del antibidtico.

d. Poblacion del indculo (No). Es la poblacidn existente
al tiempo de inocular el agar base con el microorganismo de

prueba.

e. Poblacian critica (N’). Es la poblacion al tiempo To
{un incremento adicional en la poblacion mas allad de este
limite da como resultado un exceso de microorganismos
capaces de absorber completamente el antibidtico y asi

impedir su difusion adicional; la difusién del antibidtico




durante. la fase lag de cretimieﬁta puede dar camo resultado
zonas _.de inﬁibicién pequefias, . mas édn cuando se usa un
inaculo grande tal ‘como ND=N;; '

Después . de la iﬁuculéﬁién; el microorganismo inmediata-
mente - empieza a crecer. A’ partir de la fase lag, que es la
inicial, el: microorganismo pasa a la fase logaritmica y la
‘multiplicacién brusigue rapidamente. El punto maximo se
alcanza. cuando la masa celular es lo bastante grande para no
ser dnhibida por la concentracidn critica del antibisdtico.
Este crecimiento sigue hasta llegar a ser visible, limitando
el borde de la zona de inhibicién.

La velocidad de crecimiento de las cepas de prueba es
influenciada por el tamahe del indculo y por la capacidad
nutritiva del medio de cultivo. Un medie que ofrece un
crecimiento rapido del microorganismo no es deseable debido
a que las zonas de inhibicidn san reducidas. For otra parte,
un medio con nutrimentos minimos exhibe un crecimiento lento

que tiende a dar grandes tonas de inhibicidn.

f. Poblacidn inhibitoria (N"). Es aguella poblacidn sufi-
cientemente grande que impide completamente la formacidn de
zonas de inhibicidn. Los factores que deciden el limite de
la zona son la concentracian critica vy la poblaci@n criti-
ca; factores que influyen en la difusion del antibidtico o
en el tiempo que es necesariao para alcanzar la poblaciaén

critica.



Debe observarse que de -acterdo’ éan"iaWteuria de-la

formacion: de . las zonas . de inhibicién iendiente de la

linea  de respuesta se determina’ -por. quééureé que a

coninuacidn se dan:

1) Preincubacisn
2) Predifusion

rs)fremperatqra’dg Incubacion

'Cuh respecto aliﬁltimo punto cabe hacer mencidn que el
coeficiente de difusidn aumenta con la temperatura, mientras
que la . velocidad de crecimiento se incrementa a un dptimo y
luego cae.

Un indculo bajo permite zonas grandes y una pendiente
mejor de la linea de respuesta del logaritmo de 1la
concentracidn. Sin embarge, si la cantidad del indculo se
reduce, el limite de 1la =zona es difuso. Debhen hacerse
ensayas para seleccionar la cantidad del indculo que de
zonas con limites claramente definidos y con una buena
pendiente de 1la linea de respuesta del logaritmo de la

concentracion (13){14).

g. Naturaleza de la zona de inhibicidn. Anteriormente se

habld de la presencia de un gradiente de concentracién del

22



“antibidtica, en’ dande, el

sentar ‘dos Fb}haénde'jnhibicibn'

‘parciales, en donde a

a . camprenderlo

veces es dificil  visualizar el limite.

mejor,: 1a - siguiente figura muestraen forma eikagerada el

borde ‘de la zona de inhibicidn.

AGAR

Figura &. A) Depésito;y B) Inhibicidn completa; C)Inhibi-
cidn parcial; D) Crecimiento retardado y E) Crecimiento
estimulada,

El drea de crecimiento estimulado puede atribuirse a un
crecimiento disminuido de la parte que esté mds cerca del
depdsito, debido a que los nutrientes que difunden hacia la
zona de inhibicidn son mas fAcilmente utilizables para las
células que se encuentran al borde de la zona y asi la masa

celular es mas grande.

23



Una banda: de  inhibician: pa%' ‘es Kuﬁdaimeﬁte'~muy

esperar encontrar la t dentro de

esta banda de inhibicién papcial el”crecimiento seria

completamente inhibido.

ratardado, que représehté S 1&55 inicialmente
inhibidas por la concentracidn ‘del  ‘antibidtico. Este
fendomeno puede relacionarse - frecuentemente con la

degradacien o inactivacion del  antibiodtico resultando un
crecimiento retardado de estas células vivas capaces de
sobrevivir a la concentracion inhibitoria inicial.

Esta respuesta es particularmente notable en algunos
microorganismos de prueba que producen una enzima
extracelaular, tal como la penicilinasa o f~lactamasa de
Staphylococcus aureus.,

Cuanda el indculo contiene una pequefia proporcién de
variantes resistentes, estas eventualmente crecen para
producir colonias visibles dentro de la zona de inhibicidn.

La poblacion inicial de células resistentes puede ser
relativamente pequefia resultando colonias de menar tamafio y
de lenta formacion, tegularmente es el JAarea cercana al

depdsito, donde la concentracion del antibidtico es alta.



Para ‘distinguii, entre ' crecimiento secundario de
variantes reéistehtes Y crecimiento retardado de
sobrevivientes  suceptibles, deben subcultivarse colonias del
adrea de inhibicién  y repetir el ensayo. De esta manera se
incrementaria la proporcibn .de:variantes resistentes y asi
el ensayo . repetido 5ér}a~ deFiniﬁivu. Por supuesto, es
siempre necesario distinguir micfonrganismos contaminantes
de ~variantes resistentes a tréves de una diferenciacidn

microcoscopica mediante 1a técnica de Gram.

h. Facturés que influyen en el tamafio de 1las zonas de
inhibicidn. Se han comentado las variables técnicas que
influyen en el tamaflc de las zonas de inhibicidn; algunas
pueden afectar los resultados en varias formas. Las
variables mads importantes que son Ffacilmente sujetas a
control ekperimental son las siguientes:

1} Sensibilidad primordial del microorganismo de
pfﬁeba.

2} Condicidn del microorganismo de prueba. Vegetatitvo
o espora; si es vegetativo en su fase de crecimiento (fase
logaritmica).

3) Densidad del indculo. La cantidad es probablemente
la variable mds importante que influye en las zonas de
inhibicidn. El tamafio de la zona no se determina hasta que

se alcanza la poblacion critica (N7).



Con un . i serequiere de: mads tiempo para

_aleanzar -1a Ceritica ¥ 551, el ‘antibidtico

: pueaé, difundxr a:;zona esLméé grande. El: tamahtio de'la

zana” de "inh se‘relaciona inversamente con la cantidad

del -inaculo.

4j' Composicidn del medio de cultivo. Este influye en el
.“tamahu de’'la zona por tres razones:
- a) su efecto en la actividad del antibidtico
b) su influencia en la velocidad de difusidn del
antibidtico
c) su efecto en la velocidad de crecimiento del
microorganismo
La capacidad nutritiva del medio puede tener influencia
significativa en la duracidn de la fase lag y el tiempa de
generacion del microorganismo. Un medio deficiente produce
zonas mas grandes, probablemente debido a la prolongacion de
la fase lag que se requiere antes de que pueda iniciarse el
crecimiento. El contenido de agua del medio es importante,
debida a que la pérdida de la misma, occasiona que las zanas
que se encuentran a los bordes de las placas sean de mayor
tamafip que las que se encuentran al! centro de la placa.
5) Incremento del grosor del medio. Lo cual ocasiona
disminucidn en el didmetro de las zonas.

&) Ccncent;;cidn de la solucidn de prueba.

e

-
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?) Vblumgn ‘de ~1ax~soluci6n de prueba que se aplica en
. Jés vélacas. ‘Debe ser gféhde,;para que actde como depdsita
. énﬁvuﬁé cuﬁ:entracion continua o aplicando un volumen igual.

' 8) Area de aplicacidn de la solucidn de prueba. Debe
existir uniformidad en cuando al Aarea de contacto entre
‘depdsito 'y ‘capa inoculada, ya sea que se utilicen cilindros
de acero inoxidable, perlas de porcelana o discos de papel.
En el caso de perforaciones en el agar, el didmetro debe ser
constante.

?) Tiempo de aplicacidn de la solucidn de prueba. Las
soluciones aplicadas al altimo tienen menos tiempo para
difundir, por lo que la poblacidn critica se alcanza en
menos tiempo produciéndose tonas mds pequefias.

10) Temperatura de incubacidn. Una placa colocada en el
entrepafio de 1la incubadora tarda 1 hr para calentarse 1°C ,
pero si las placas se colocan en columnas de cinco, la placa
del centra tarda cerca de 4 horas para alcanzar esa misma
temperatura.

Debido a que la velocidad de crecimiento del microor—
ganismo de prueba es mds baja, si no se alcanza la temperatu
ra o&ptima, el tiempo que se requiere para alcanzar la pabla-
cidn critica serd mas largo. Consecuentemente, las placas
de! centro de la columna tendrdn zonas mas grandes que
aquellas que estdn abajo, debido a que la concentracian

critica del antibidtico tiene mds tiempo para difundir.

3]
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li) ‘Tiempu de incﬁbatién. LA pdsicidn de la’ zona de
V‘inﬁibicidn en las placas; se deterhina en las primeras horas
:‘Vdeiyincqbécidﬁ; las znnas deb£das a_-la édludidn del antibid-
tico . pueden hedirse tan pronto como el crecimiento llegue a

ser visible (15).

2. Validez del Ensavo

as Ensayo Biolagico. Un ensayo bioldgico es un
procedimiento para estimar la naturaleza, constitucion o
potencia de un material (o de un proceso), por medio de la
reaccion que sigue cuando se aplica sobre la materia prima.

Los métodos bildgicos se emplean para ensayar ciertas
sustancias cuya potencia no puede ser evaluada con precisién
a traves de un método quimico o Ffisico. E1 principio
aplicado es el de comparacidn con una preparacidn  de
referencia, con el fin de praobar en cuanto la preparacian
muestra produce el mismo efecto bioldgico que una cantidad
conacida de la preparacién patrédn (unidad) bajo las mismas
condiciones de trabajo.

{.a potencia de un antibidtico se puede definir como la
actividad -antibacteriana que &ste posee sobre un sistema
bioldgico; actividad que se expresa en "unidades" o mcg".

En cada caso, la unidad o mcg de actividad antibidtica se
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cada’antibiatico.
Unav‘prepafacxé
una cuncehtracibh

debe . conservarse .

sea posible su actividad.

Dado que ambas preparaciones (paﬁrﬁn y muestra), deben
diluirse, es necesario definir 'lo que. es un ensayo de
dilucion. Ensayos de dilucion son aquellos en los que la
preparacion muestra par ensayar, contiene el mismo
componente activo que la preparaciéon patrén, pero en una
razon diferente de componentes activos e inertes.

Para verificar si un ensayac particular puede conside-
rarse como ensya de dilucién, es necesario examinar los
efectos de diluir las preparaciones sobre la relacidn désis-
respuesta debida al principio activo. Cuando el efecto de di
luir las preparaciones sobre las relaciones désis-respuesta
en un ensayo, se desvia del efecto de diluir el principio
activo, este modelo no es valido para este ensayo en parti-
lar. Para hacer aparente el efecto de dilucidn en el modelo
tedrico, es uatil transformar la relacidn dosis—respuesta a

una relacion lineal.

bh. Modelo de lineas paralelas. Este modelo se basa en
una relacian lineal entre la respuesta y el logaritmo de la

ddsis:



oncentracien:

~ceficientes.
valor de xen la
"“"logaritmo del

preparacion se

cign-se convertiria en :

y.= B %.m (x~1og2) ‘1692 + mx = b'+ mx

Toda respugéta dismihuiria por una cantidad constante
m -.lag2 Vy la linea de regresidn se desplazaria hacia abajo

paralela asi misma.

Para . verificar si un ensayo cumple con este modela,
debe satisfacer los siguientes requisistos:

a) Que 1la relacidn entre el logaritmo de la ddsis y la
respuesta ' pueda ser representada por una linea recta, en el
intervalo de daésis ensayadas.

b) PFara cualquier muestra en el ensayo, la linea recta
debe ser paralela a la del patran.

La caracteristica distintiva de les ensayos bicoldgicos
cuantitativos es que la aplicacidn de estimulos idénticos a
la materia viva, da lugar a respuestas no necesariamente
iguales. Debido a la variabilidad inherente a las trespuestas
bildgicas, es necesario recurrir a los métodos estadisticos

para obtener la mejor estimacion de la potencia de un mate-
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rial, asi como-la precisidn del método analitico.
El  procedimiento estadisti#o q@evpgrmite evaluar si un

bicensayo satisface ' las Sndi del . modelo de lineas

paralelas, es .el:.

énélisis se deter

a) siila. el: tre. aﬂvarxaﬁle‘de respuesta. o un
metametro de. aesta: tmngﬁeifélaééis,;es'dé tipo

lineal (en‘un bicéhsaya’a‘tresiddvis)

b) si existen desviaciones  del ' paralelismo entre el

patrdn y las muestras.

Cuando se ha establecido la validez del ensayo, se
estima la potencia relativa de la{s) muestra(s) con respecto
a la del patrdn siguiendo un procedimiento de S+1 désis (el
cual se describird con detalle mds adelante), pudiéndose
expresar el resultado come una razdn de potencias o
transformarse a las unidades adecuadas. Fueden estimarse,
ademds, limites de confianza de la potencia a partir de cada

canjunto de datos del ensayo (16)(17)(18).



E. Validacidn de Métodos Analiticos

1. Antecedentes

LLa base del concepto de validacién tiéhé:sus’urigenes a
partir de tres comunicados Emitidos‘\pnr l; Food and Drug
Administration (FDA). E1 primern,ken 1906, exige el control
de medicamentos para evitar su adulteracien., El segundo en
1938, convaca a los fabricantes a eliminar de las formula-
ciones aquellas sustancias que pudieran causar algan efecto
taxico, como consecuencia, se implementa el acta de acondi-
cionamiento de seguridad de los medicamentos. E£1 dltimo de
ellos en 1962, pide comprobar la eficacia del producto
farmacéutico; debido a los efectos secundarios de la Talida
mida y a las intoxicaciones provocadas por una contaminacién
cruzada durante el acondicionamiento de penicilina, determi-
nan que, a partir de 1963 se permite conceptualizar la no
idoneidad de un medicamento si las condiciones de fabrica-
cidn no san las minimas aceptables.

A partir de 19467, saon elaboradas unas narmas de correg
ta fabricacidn vy de control de la calidad de los productos,
llamadas Fracticas Adecuadas de Manufactura (PAM's). Estas
normas, consideran todos aquellos factores gue contribuyen a
la obtencion de alta calidad en los procesos de fabricacidn,

asi como la reproducibilidad del producto lote a lote.



La demostracion de que estos procedimieﬁtus son
corfrectos se canoce con el nombre de validacién.

Sin emabrgo,' fué hasta 1983, después de una serie de
acuerdos entre 1la FDA y asesores de la industria farmacéu-
tica, que se establecen una serie de reglas aplicando las
PMA’s. De esta manera se determina el significado de la
validacion, se establecen criterios de aceptacién vy
limitantes para considerar la validez de un proceso y par

ende del método analitico (19).

2. Definicidn

Los beneficios que aporta la validacidn de técnicas
analiticas son grandes, ya que ésta permite conocer el
comportamiento de un proceso bajo diferentes condiciones de
operacidn, y posteriormente utilizarlo en lo posible para
procesos rutinarios. Con el gbjeto de producir los mejores
resul tados analiticos posibles es importante considerar
todas las variables del método analitico: reactivos, equipo,
analista, etc.

lLa validacidn de un método analitico es el proceso por
el cual queda establecido por estudios de laboratorio, que
la capacidad del métodn, satisface los requisitos para la

aplicacién analitica deseada.

“
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e validacién,. es considerado

doip k'ef';uél se establece

 Exi§£en “diversas formas de validar un método analltico,
yva qué éui;te ‘uha gr;n‘vériedad de experimentos que pueden
ser Qﬁilizados para  ‘tal Fin; El' elegir cuales seran los
puntas pata validarlo depende., generalmente, de las
necesidades de cada laboratorio, de 1a aplicacidn que tenga
el método, de los requerimientos gubernamentales y algunas
veces de la persona que los realiza.

Los pardmetros a validar, dependiendo de la aplicacién
del método, se encuentran en el Anexo (I).

Fara la validacidn del método microbiolégico, propuesto

en este trabajo, los pardmetros anallticos cunsiderados son:

METODO: SISTEMA:
~Linearidad —Linearidad
—Exactitud ai 100%Z -Precisiaon

—Especificidad
-Frecisidn (Repetibilidad y Repraducibilidad)

—-Estabilidad de la Musetra Analitica



Vg Cogceéfas’z Determinaciones

anearldad del’ sistema.

Es la relacxén’ que . se estabie:é

recta entre una propledad fisica, quimxca o'

:'ﬁcantxdad del Fétmaco por analizar.

s FSé evalua construyendo una curva .de ca i nacxdn a par-

tir ‘del apadlisis de diferentes solucianesb de. la sustancia
de .interés, usualmente 50, 80, 100, i20ky 150 %, preparadas
a partir de una misma solucion patrbh.

Con los datos obtenidos, representar la gra%ica de la
curva y calecular los siguientes pardmetros estadisticos: X,

DE, CV, ry, r? y m.

Tahla IIl. Criterioc de aceptacién en. linearidad del sistema. .

NOTA: para métodos microbioldgicos + 2 0.98

b. Precisidn del sistema.
Es la correlacidn que existe entre un valor determinado

experimentalmente y un valor aceptado como teferencia, obte-—

(%
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s¢lo ;i analista, .usando los' mismos aparatos y

pafémetro se . determina :por €l andlsis de seis
“de’la’.sustancia ‘deinterés preparadas.al: 100% del

] k'brbcedimiento.

NDTA:[paréumétodos microbioldgicoé CcV £ -3%

c. Linearidad del método.

Mide el grade en que la respuesta del método, al
trabajar en un rango determinado de concentraciones, se
aproxima a una funcidn lineal del tipo y = mx + b,

Rango: esta definido par las concentraciones
comprendidas entre los niveles superior e inferior de la
sustancia de interés (incluyéndolos), en el cual se
demuestra que el método es preciso, exacto, especifico y
lineal.

Realizar andlisis triplicados de soluciaones preparadas
por la adicion de la sustancia de interés a placebos del
producto, usulamente S0, 80, 100, 120 y 150 % de la cantidad

especificada en el marbete.



Con los resultados obtener: la grafica de’ la curva yflé

ecuacidn de la recta; calcular X, DE, CV, my by r y ro,

% de recobro 95 - 105%
EV £ 0,74
r xz 0.99
r2 2 0.98
m =1

b=09

Tabla IV. Criterio de aceptacidn en linearidad del método.

% de recobro cv

METODO

Cromatografico Q8 - 102 % £ 2%

Titrimétrico 98 - 102 % < 2%

Quimico y espectro-

fotométrico 97 - 103 U L3 U
£ 8 %

tlicrobioldgico

5 - 109 %

Tabla V. %Z de recobro experimental y coeficiente de varia-
cidn (CV}, dependiendo del método de andlisis.

d. Exactitud y repetibilidad al 100%.

Es la dispersién gue existe entre una serie de datos
con respecto a un valor central, que es el valor real (100%)
obtenido por un mismo analista utilizando idénticas candicig

nes de andlsis.

i
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- 8e . expresa. como el % de racobro, obtenido del anélis;s
de. muestraé a las que se les ha adicionado la cantidad
neéesaria de la  sustancia de interés para obtener una
concentracidn final correspondiente al 100%.

Adicionar a placebos del producto (6 como minimo) la
cantidad necesaria de la sustancia de interés para obteﬁer
la concentracidn del 100%, analizarlos independientemente
utilizando el meétodo propuesto, en las mismas condiciones de
operacién y por el mismo analista.

Calcular Z de recobro, X, DE, CV, IC al ?5%.

CRITERIOS:

a) El % de recohro y el CV deben estar de
acuerdo con la Tabla V.
b) Estadigrafo de contraste t de Student y Xi?:
t calc < t tab

Xi? calc < Xi? tab

e. Reproducibiliad.

Es la correlacidn entre mediciones repetidas respecto a
variaciones en la operacion; tales variaciones radican en
que las determinaciones son efectuadas par diferentes
analistas, en distintos dias, en el mismo y/o diferente

laboratoriaq utilizando el mismo y/o diFereqte equipo.
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Analizar tres muestras del proauctn i mismo'lqté

cuando menos 2 por analistas en 2 diﬁs,;dxférénﬁeé.'ée debe

trabajar de manera independiente partiéﬁdq‘deb una muestra

homogénea del producto al 100%Z de la cunEéntracidn tedrica,
La reproducibilidad se maneja en % de recabro.

Con los resultados calcular X, DE y CV.

METODO cv
Cromatografico L2 %
Quimico y espectrofotométrica 3%
Microbioldgico £ 5 %

Tabla VI, Criterio de aceptacidn a traves del coeficiente de
variacidn dependiendo del método de andlisis en la reprodu-
cibilidad.

Criterio utilizando el Estadigrafo de contraste: F
F calc < F tab
Se evalda utilizando una tabla de andlisis de varianza
(ANADEVA), utilizando el siguiente modelo matemdtico que
mide el efecto del analista sobre el métodao en diferentes
dias y con tres replicaciones cada uno:

Yijk = + AL + Dj(i) + Ek(ij)

f. Especificidad (métodos de control de calidad).

Es un término usado para indicar que la respuesta abte-
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’nida ED,E; métgdo‘se debe exclusivamente a la sustancia que
:’se,3de§éa 'detefminar y no a  otras sustancias que pudieran
féstér presentes en el material por analizar.

“»Con el método propuesto analizar placebos del producto

 e identificar la(s) respuesta(s) del(los) principio(s) acti-

va({s), y si procede, de los excipientes y/u otras sustancias
presentes en la formulacién.

CRITERIO: La respuesta obtenida por el método debe

satisfacer los requisitos de la siguiente tabla:

Muestra Respuesta
Placebo No se abtiene respuesta (< 2%}
Estandar Se obtiene respuesta (100%)

Placebo cargado (100%) Se obtiene respuesta (100%)

Tabla VII. Criterio de aceptacidn dependiendo de la
respuesta obtenida por el método de anadlisis.

g. Especificidad (métodos indicadores de estabilidad).

Un método anpalitico posee especificidad en estabilidad
cuando ningdn producto de degradacidn formado por el almace-
namiento del material de prueba bajo condiciones naormales o
especificas de temperatura, luz, humedad, etc., interfiere
con la determinacidn de la sustancia de intereés.

En caso de contar con los posibles productos de degra-

dacidn, preparar muestras con placebos cargados de éstos y
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la sustancia de interés, y analizarlos con el método propueg
to. 'En caso de no cantar con prﬁductns de degradacidn y
'depéndiéndo de las propiedades fisicoquimicas de la sustan—
cia-de interés, establecer un namero minimo de experimentos
Para obtenerlos; se sugieren los siguientes:

1. Colocar la sustancia de interés, el placebo Yy mues—r
tras del producto én un horno a 70°C -~ 120°C & 20°C por deba
jo del punto de fusiédn del principio- active durante 2-4
semanas.

‘ 2. Exponer la sustancia de interés, el placebo  y mues-—
tras del producto a la luz UV o luz fluorescente y/o hume-—
dad.

3. S§i es necesario, hacer soluciones de la sustancia de
interés, ajustando el pH a 1-2 y/o 10-12 y colocarlos a
60-80°C durante 2-4 semanas.

4. Si se trata de formas farmaceuticas liquidas o semi-
sodlidas, pueden degradarse por oxidacidn con peréxido de
hidrdgeno y permanscer de 2-4 semanas a temperatura ambiente
y/0 por hidrélisis (pH 1-2 y 10-12), colocando las muestras
a 40-80°C par 2-4 semanas.

CRITERIO:

Si el experimento demuestra que la respuesta
analitica sdlo se debe a la sustancia de interés, el método
se llamard especifico y podrd ser utilizado como indicador

de estabilidad. En caso contrario, se deberd estimar el

41



fefeqtﬁ de las sustancias extrafias sobre la respuesta y se
‘estimard ‘'en’cuanto y cuando este efecto podria ser importan-

te.

Interferencia con:

Placebo Placebo Cargado
Furma'Farmacéutica:
Solucianes, Capsulas .
y Tabletas No detectables 2 %
Suspensiones y Semi-
solidos 2% 2%

Tabla VIII. Relacién de formas farmacéuticas y la respuesta
obtenida por el método de analisis.

8. Estabilidad de la muestra analitica.
Son las condiciones durante las cuales una muestra del
" producto mantiene su propiedad medible en un lapso de tiempo
determinado.

Se determina por la comparacidn de los resultados de
los andlisis iniciales de tres muestras del producto termi~
nado can los obtenidos de lag muestras después de permanecet
par un tiempo determinado en diferentes coendiciones; por
ejemplo: temperatura, bumedad, luz, refrigeraciaén, etc.,
dependiendo de las propiedades fisicoquimicas de la sustan-

cia de intereés.
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Reanali:a}las bajo las condiciones de trabajo, utilizan
do una solucidn patran recienteménte preparada para cada
tiempo, de acuerdo a lo establecido en el método analitico
propuesto. Los andlisis deben.ser efectuados por un solo
analista.

CRITERIQO:

La muestra es estable si el IC para la diferen
cia para la media de la muestra con respecto a la media del
andlisis inicial incluye el valor de cera y/o la magnitud

del efecto no exceda a los porcentajes de la tabla IX.

METODO I

Cromatogeaficos 98 - 102 7
Titrimétericos 78 - 102 %
Quimicos y Espectrofotométricos 97 - 103 %
Microbioldagicos 95 - 105 %

Tabla 1IX. Facter 1 para la respuesta obtenida dependiendo
del métado de analisis en estabilidad de la muestra
analitica (20)(21)(22) (23). -
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I1Ii. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Debido a que no existe evidencia documentada sobre los
_factores que requiere un ensayo microbioldégico para amoxici-
lina en nuestro pais y dada la similitud de estructuras
quimicas con .la ampicilina, se utilizaran los factores ya
existentes para esta altima.

A traves de pruebas estadisticas que demuestren la
validez del ensayo quedard de manifiesto que dichas
variables pueden ser utilizadas para analizar antibiéticaos
de estructuras quimicas similares por el mismo método.

Realizanda varias corridas del método como pruebas
preliminares, y una ver lograda la adaptacidon de las
condiciones analiticas reportadas para calcular la potencia
de la (s) muestra (s), procederemos a la validacién de
nuestro método a traves de la evaluacian de parametros
estadisticos especificos.

Con la validacion del ensayo microbioldgico para
amoxicilina en suspension se pretende obtener informacidn
sabre la confiabilidad del mismo, mejorar la calidad de los
productos, disminuir tiempo y costos durante el andlisis,
ayudar a la toma de decisiones y sobre todo obtener una
evidencia documentada que permita minimizar los errores
cometidos durante la experimentacidn, ya sean de tipo

instrumental, de método, operativo o persgnales.
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Esto es debido a que el método Eété "bién &biﬁumentado Yy

se basa ‘en principios cientificos cuales ‘han

sido  planteados mediante la;: avl‘:d ginal,:. 16 que

provee  un ., fundamento solido sob ~basarse los

cambios.:
un-métado es garantizar
a un’costo rediucido; asi como la

alisis dé los mismos.
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I1V. OBJETIVOS GENERALES

-Determinar la validez - 'del’ ‘ensayo micrdbinlbgica para

amoxicilina en suspensién por diFusiéh en placa.

-Llevar a cabo la validacidn del método microbiolégico para

amoxicilina en suspensidn par difusidn en placa.
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V. HIPQTESIS

Un ensayo microbioldgico es valido si la relacidn
dosis-respuesta obtenida por la muestra es representada por
una linea recta y esta es paralela a la del patrén,
consecuentemente y por estudios de -labaratoric quedara
establecido gque nuestro método cumple con los propdsitos
para los que fué diseMado a través de la evaluaciaén
estadistica de pardmetros analiticos como: linearidad,

exactitud, precisiadn, etc.
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VI. PARTE EXPERIMENTAL

A. Material , Equipo vy Reactivos

ﬂaterial
Cajas de Petri (Pyrex y Kimax)
Tubos de ensayo (Pyrex)
Cilindros de acero inoxidable
"~ ~diametro interno

~diametro externo

~-largo

Matraces volumétricos (Blau Bfand);

Pipetas valumétricas (Pyrea)'
Pipetas graduadas (Pyrex)

Bureta graduada (Pyrex)

uipo
Estufa p/incubacidn microbioldgica
Colocadaor de penicilindros
Autoclave (119 °C a 1.4 kg/cm?)
Pipeta semiautomdtica (200 mcl)
Espectrofotametro
Vernier Manual

Balanza Analitica (200 g)

Descrpcidén

20 % 100 "mm

20 % .190 mm

g b'mﬁ +/= 1" mm

g8 mm o/~ L mm .

10 dm +/- 1 mm

50,0100 y 1000 ml

"1, S,y 10.ml

10 ml

25 mi

Vnescrigcidn
Thermolyne 42000
MAYASA s/modelo
AESA 300

Gilson F300

Perkin Elmer C6180337

Rostfrei “Zeus"

Sartorius BA110S
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Reactivos Lo . Descripcidn
fFosfato de. patasio monﬁbésicdb(RiA})«,' Merck 4873

Fosfato de potasin’dibdsico ( SOEL L Marek 5104

Cloruro de sadio (R.A:) Merck 21578

Amoxicilina estandai  Lota SB Z-412

Medio de cultivo No.. 1i“p/antibidticos: . BIOXON 243-1

Material Bioldgico } R i’—Det_-‘.c:rgciﬁn

Micrococcus luteus Cadigo de American Type Culture

‘Collection 9341
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B. Métodologla General

l. SDlucxbn amortxguadura de fosfatas 0.1 M pH 8.

Pesar : Aa;tamente 16.73 g de . fosfato ' de potasio

ﬁiﬁésicu {y :Q 23£ §"dé FusFaEé, de’ pofééio'munhbésico v

matraz vnlumétrico de 000 = ml, que-contiene

500',m; de agua dexonlzada, agltar hasta dxsolucxdn y aforar

con. agua. Ester111~ar en autoclave. :

2. Solucién Isaténica.

Pesar aproximadamente ? g de cloruro de sodiao vy
colocarlos en un matraz de 1000 ml, que contiene SO0 ml de
agua deionizada, agitar hasta disolucidn y aforar con agua.
Fraccionar en recipientes adecuados y esterilizar en

autaclave.

3. Medio de cultivo p/antibidticos No. 11.

Preparar segdn indicacianes del fabricante una
cantidad adecuada de medio, considerando la cantidad de
muestras por analizar y el volumen de agar que sera

inoculado con el microorganismo de prueba.

4, Germen de prueba.
Se wutiliza un cultivo fresco de 24 hr de incubacion en

medio antibiético No. 11. Resuspender el crecimiento con



: salucidn"isoFOnicé Y

diluirla’ 1:40. dé 25
suspension ﬁﬂede
2 semahaé

0.5 m1 por ‘Cada 100

S. Prepafé#ié :
,Prép;gqrv:uﬁéucgﬁfxdad‘adecuadé dé:médio de cultiva para
antibibtiéos ~Na. 11,‘pﬁebér$rln segﬂﬁ marbete del provedor;
agfega} 20 ﬁlkde medio fundido estéril a cada caja. Se deian
solidificar scobre una superficie lisa y plana; estas caijas
pueden guardarse bajo refrigeracian (24-48 hrs. a 4°C) y
antes de usarse ambientarlas a la temperatura de trabajo.

Inocular wuna cantidad suficiente de medio fundido y
enfriado entre 48-50°C con la suspension del microarganismo
de prueba agitando con movimientos rotatorios para abtener
un indculo homogénea. Se depositan § ml de este medio en
cada caja, extendiéndolo unifaormemente sobre toda la
superficie; todos los pasos anteriores deben hacerse en
condiciones asépticas frente al mechero.

Cuando la superficie del medio 1noculadoc se ha
solidificado (aproit. 10-15 min.) se colocan & cilindros en
cada caja con el colocador de penicilindros, se esperan 15
minutos a que los cilindros se acomoden en el medio y

después las cajas estdn liste para su uso.
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1. Determipacidn-de la-validez del ensayo {(modelo. de' .
el S lineas paralelas) ‘

T’BE"la' soluciones del estandar: se pesa el

160 mg dE,amoxicilina’esténdar secundario y se

“volumétrito de 100 ‘ml, disolver can
saforar - con “agua destilada, o en su
; "Dé esta solucidn patrdn con

“se’realizaron las siguientes
. cade ﬁOO'ml'y‘se’aFDra con. agua.

Pe ‘esta solucidn se toman tres alicuotas de 1 ml y se
agregan ‘a matraces volumétricos de 200, 100 y S0 ml; estas
dltimas diluciones se aforan con solucidn reguladora de
fosfatos 0.1 M pH 8.0 para obtener tres concentraciones

finales de 0.05, 0.10 y 0.20 mcg/ml respectivamente.

Preparacidn de las soluciones de la muestra: se pesan
894.6 mg del producto (equivalentes a 100 mg de principio
active) y se colocan en un matraz volumétrico de 100 mi,
disolver con agitacion vy aforar con agua. De esta solucidn
con una concentracidn de amoxicilina de 1 mg/ml realizar

diluciones de igual manera que se hicieron con el estdndar.



Se"empléénftkes,gajas'ﬁaré cada’ concent a;ibn

“estéﬁdar

nuestra,
i ciiindéds‘paré cada coﬁceﬁtracién
Cuéndb thddé blos ﬁxlihdrnsr ﬁe ‘todas las - cajas se
én;uentren llenos, se incuban a 3I7°C durante 1B8-24 hrs.
‘Después de 1llevada a cabo la incubacian, se sacan las cajas
¥ se enfrian a temperatura ambiente. Se remueven los
cilindros y se miden los didmetros de las zonas de inhibi-
cidn en mm con el lector de zonas o en su defecto con un

vernier.

NOTA: las formulas utilizadas en el andlisis estadistico de
los - resultados que permiten evaluar si un ensayo satisface

el madelo de lineas paralelas se encuentran en el anexo II.

2. Caleculo de_la potencia a través del método S+1 ddsis

(método a validar)

Cuando se ha establecido la validez del ensaya, se
estima la potencia de la(s}) muestra(s) de la siguiente

manera:



“iee pesa-iel’

Prepatacion de " la eurva ;‘eéténdar:

équivalénte a. 100 mg qE amo Eﬁqndakiﬁ y'sef~

deppsitén én Un-matraz volumetri
a ‘la-mitad.y SEﬁagiﬁa’15rmfn

~aguay i s

;:Def esté‘ solucian éon eﬁncentracian ’dev 1 mg/ml se
llevaron ' a cabo - las éigu;enées diluciones: en un matraz de
100 ml -se colocd 1 ml de esta solucidn se mezcld y se aford
con .Aagua. De esta solucidn se tomareon 10 ml y se llevaron a
un matraz volumétrico de 100 ml se mezcld y aford con agua.
Posteriaormente se adicionaron con bureta 6.4, 8.0, 10.0,
12.9 y 15.6 ml a matraces volum@tricos de 100 ml, se mezcld
y aforo con soluciédn reguladora de fasfatos 0.1 M pH 8.0
para obtener concentraciones finales de 0.064, 0.080, 0.100,
0.125 y 0.156 mecg/ml.

NOTA: la solucion de referencia o media corresponde a

la solucidn con concentracidn de 0.100 mcg/ml.

Cada curva estdndar consta de 12 cajas ya listas para
su uso. Cada punte de la curva se forma de I cajas en las
cuales se llenardn los cilindros con la selucién del punto
en cuestidn y con la solucidn de referencia o media en farma
alternada, de manera que del punto de referencia habra 36

zonas de inhibicidn y de cada uno de los puntos de la curva

9 =zonas de inhibicion.

54



Se recomienda que ‘por cada dia de‘tfabajo s’ elabore
una. curva estadndar para detefminaf la;’potéhcia de - las

muestras.

Preparacidon de la solucidn problema: pesar 896.6 mg
de la muestra del producto (equivalentes a 100 mg de
principio activo) y coleocarlos en un matraz volumétrico de
100 ml, agregar agua a la mitad y agitar mecanicamente
durante 15 minutos, aforar con agua. De esta solucidn se se
toma 1 ml y se coloca en un matraz de 100 ml, se mezcla y
afora con agua. De esta dltima se toma 1 ml y se coloca en
un matraz volumétrico de 100 ml se mezcla y se afora con
solucidn reguladora de fosfatos 0.1 M pH 8.0 obteniéndose

una cancentracion final de 0.10 mcg/ml.

Para cada muestra problema por analizar se utilizan 3
cajas ya listas para su uso, en estas cajas se llean 3
cilindros de solucion problema y 3 de solucidn de referencia
alternadamente.

Cuando los «cilindros de todas las cajas se encuentren
llenos, é@stas se incuban a 35-37°C durante 18-24 hrs.

Despugds de llevada a cabo la incubacion se sacan y se
dejan enfriar a temperatura ambiente, se remueven los
cilindros Y se miden los didmetros de 1las zonas de
inhibicidan con el lector de =zonas o en su defecto con un

vernier.



c) Método de minimos cuadrados.

Para preparar la curva estdndar se promedian los
didmetros de las zaonas de inhibicion de cada uno de los 4
puntos que llamaremos a, b, d y e. Se promedian los
didmetros de las 4 referencias y al valor resultante se le
asigna la letra c, que serd la base de correcidn.

Se comparan los valores de las referencias de cada uno
de los 4 puntos de la curva de referencia con ¢, si estas
son iguales no es necesario hacer carreciones, pero si
algune de los valores es mayor a c, la diferencia se suma
al promedia del punto correspondiente y si es menor que ¢,
la diferencia se resta al promedio del punto correspon—
diente.

Una vezr corregidos los valores de laos 4 puntos se
calcula el puntoe minimo y maximo para trazar la curva de

referencia usando las siguientes ecuaciones:

minima = 3a + 2b+c—-e /S

maximo = Je + 2d + c - a / S
en donde:
a = pramedio correqido de didmetros de zonas de inhbicidn
del punto de concentracion minima (0.064 mcg/ml).
b = promedio corregido de didmetros de zaonas de inhibicién
del punto de concentracidn directamente inferior al medio o

referencia (0.080 mcg/ml).
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d =  promedio corregido de didmetros de znﬁas'de inhibicion

del - punto de concentracion directamente suherior al medio o
. referencia (0.125 mcg/ml).

e = promedio corregido de diametros de. zonas de inhibicidn

del punto de concentracidn maxima (0.156 mcg/ml).

Con los puntos obtenidos se traza 1la curva tipo en
papel semilogaritmico de 2 ciclos, anotando en las abscisas
los diametros de las zonas de inhibicién y en las ordenadas
las concentraciones del antibidtica.

Para determinar la potencia de la(s) muestra(s) se
promedian los didmetros de las zonas de inhibicion tanto los
de la solucion de referencia come los de la solucidn
problema, si existe diferencia entre ambos promedios esta se
suma O se resta dependiendo si es pasitiva o negativa al

valor de c y el resultado se lee en la curva.
NOTA: para encontrar el contenido de antibidtico en la

muestra, la concentracidn encontrada se multiplica por el

factor de dilucidn correspondiente.
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C. Validacidn del Método Analitico

‘a. Linearidad del Sistema.

‘Se determind preparando una solucidn patrdn de
amoxicilina estdndar secundario a wuna concentracidn de 1
mcg/ml. De esta solucidn se tomaron alicuotas de 3.2, 4.0,
5.0, 6.25 y 7.8 ml y se adicionaron a matraces volumétricos
de 50 ml y alicuotas de 3 y 4 ml en matraces de 25 ml, se
diluyeron hasta el aforo con solucidn reguladora de fosfatos
para obtener § niveles de concentracidn equivalentes al 64,
80, 100, 125 y 156% del valor normal de andlisis.

Se utilizaron dos placas para cada concentracion y a
cada una se le caolocaron 3 cilindros, se llenaron con las
soluciones preparadas y se analizaron en forma separada
utilizando el @método propuesto y por un solo analista
obteniéndose & lecturas de cada concentracidn. Con los
resultados obtenidos se calculd el CV, r, r2, t de Student
para la pendiente y se contruyd la curva de calibracion

carrespondiente (respuesta obtenida vs. concentracion).

b. Precision del Sistema.
Este pardmetro se evaldo preparando & soluciones de

ampxicilina estandar secundario correspondientes al 100% del

S8



nivel " normal--de ,cbncenﬁraszn‘é$taﬁiecidd en ja linearidad

del sistema.

Su utilizo ﬁna"biéca Eﬁﬁib'ciiindros para cada una de
las‘ &6 . soluciones” y se anélizaron en farma independiente
usando el metodo propuesto y bajo las mismas condiciones de
trabajo para obtener un total de & lecturas para cada una de
las  soluciones al 100%Z. Con los resultados obtenidos se

calculd la X, DE y CV.

c. Linearidad del Método.

Este parametro se evaldo preparando placebos
adicionados con cantidades exactas de amoxicilina materia
prima, cada uno de manera independiente, a 5 concentraciones
correspondientes al &4, 80, 100, 125 y 156% de la concentra-
cidn central (0.1 mcg/ml).

Se prepararon soluciones por duplicada para cada uno
de la siguiente manera: se pesaron 8%46.6 mg del placebo
cargado {peso equivalente a la concentracion de amoxicilina
correspondiente) y se colocaron en matraces volumétricos de
100 ml afordndose con agua. De esta solucion se realizaren
las siguientes diluciones: se tomd | ml y se adiciond en un
matraz de 100 ml vy se diluyd con agua hasta el aforo. De
igual forma se tomd 1 ml y se adiciond a un matraz de 10Q
ml, se diluyd y aford con solucion reguladora de fosfatos
0.1 M pH 8.0,
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Paréf»prebarar el - estandar a‘las diferentes concentra-
 c§ane§;'u£i1iiad;s gé‘ﬁién una felacién‘de pesos en base a la
canﬁfdéd‘;de amoxicilina equivalente al 1007 (116.7 mg).
.. Estos "pesaos se ’a¢i:iunarun en un matraz volumétrico de 100
ml y‘se realizaron diluciones iguales a las de las muestras.
7 Se wutilizaron 3 cajas para cada concentracion y los %
recuperados se obtuvieron en base a una curva estandar
realizada por cada dia de trabajo. El andlisis se hizo por
duplicado par un mismo analista y bajo las mismas
condiciones de operacidn.
Con los resultados obtenidos se calculd ry, 2, my b y
se contruyd la curva de calibracidn ademds se realizaron
pruebas de hipétesis para la pendiente y la ardenada al

arigen.

d. Exactitud y Repetibilidad al 100%.

Ge determind preparando &6 placebos del producto cada
uno con la cantidad necesaria de amaoxicilina materia prima
para obtener la concentracidn del 100%. Se pesaron 896.46 mg
de cada uno de ellos y se adicionaron en matraces
volumétricos de 100 ml. De esta solucidn se tomd | ml v se
diluyd en otro matraz de 100 ml con agua hasta el aforo. Por
Altimo se tomd 1 ml y se colocd en un matraz de 100 ml, se

diluyd y aford con solucidn reguladora de fosfatos 0.1 M

&0



- pH ‘B.O, El'esténdaf‘ai 100% ‘se préparé de igual forma que en
‘la-linearidad-del método. :

: Séﬁ analizaren con &1 métada,  propuesto ‘qﬁil;iando's
‘cajas para cada placeba y atraves -de la :Qrva'estAndar
Vcnrrespnndiente se obtuvieron los % dé recobéo para realizar
los cAdlculos del €V, t de Student-para la ekéctitud'y Xi?

para la repetibilidad.

e. Reproducibilidad.

Se determino mediante un arreglo experimental de 2
factores realizando el analsis de & muestras homogéneas del
producto cercana al 100Z de la concentracidn tedrica.

Los andlisis se realizaron por 2 analistas en 2 d1;5
diferentes utilizando el método propuesto con el mismo
equipe y en el mismo laboratorio. Los resultados obtenidos
se evaluaron wutilizando un disefio en bloques al azar
midiendo el efecto por analista, dia y la interaccidn entre

ambos.

. Especificidad.

Se determind sometiendo a andlisis las siguientes

muestras:

1) Dos muestras de amoxicilina materia prima a la con-—
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centracidn ceﬁtfal (0.1 meg/ml) .

2) . Dos muestras - de  placebo car

amoxicilina estandar secundario. ..

3) Dos muestras de placebo del prod ctb}

Se utilizé el metodo . propuesto |y las. muestras -.se -
analizaron por el mismo analista-en las mismas condiciones

de ‘operacion.

g. Estabilidad de la Muestra Analitica.

Se determind por el andlisis de 3 muestras del praducto
sometidas a 2 diferentes condiciones ( Temperatura Ambiente
y 4°C). Las muestras se analizaron a las 0, 24, 48 y 72 hrs.
utilizando una solucidn patrén recientemente preparada para
cada tiemﬁo.

l.as muestras se reanalizaron bajo las mismas condicio-
nes de +trabajo de acuerdo a lo establecido en el método
propuesto. El anpalisis debe ser efectuado por un mismo ana-

lista.

NOTA: las formulas utilizadas para la evaluacién
estadistica de 1los parametros analiticos utilizados en la

validacidn del método se encuentran en el anexo (III).
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V1. RESULTADAOS

A. Determinacion de la Validez del Ensayo

Caja |Didmetro da la Zona da inhibicidn an mm (Y)
F 1 P2 P 3 M1 M2 M3

(Bloque) Totalaes

13.3 17.1 22.0 125.4 17.4 21.2 104.3
13.2 17.0 20.0 12.9 17.8 19.7 100.6
13.0 17.8 20,5 13.2 18.6 21.9 105,0
12.5 8.4 20.3 13.4 8.9 21.4 104.%
13.5 18.8 21.5 12.0 19.9 21.9 107.6
13.3 18.7 21.0 11.9 18.9 21.8 108,35
13.2 19.6 22.4 14,0 18.48 20.4 168.9
13,9 9.4 20.4 14,2 8.7 21.0 108.4
15.8 18.4 20.7 13,9 8.9 20.7 104.0

VTGN RD UM~

Tabla I. FResultados para la valide:z del ensayo utilicando 1
patrén (P), 1 muestra (M), a 3 dosis. La preparacidn patran
se ensayd a 0.05, 0.10 y 0.20 mcg/ml. Se prepararon dasis
equivalentes de la muestra en base a una potencia asignada
de 85.6 % en base seca.

Patron Muestra
Totales de Dosis baja 120.2 118.4
Totales de Dosis Intermedia 165.2 167.9
Totales de Dasis Alta 188.8 190.5

Totales 474.2 476.8

Tabla II. Matriz de Totales de Tratamientaos



Fuente de

Suma de Media de F Fx
cuadrados cuadrados Calec. Tablas

variacion g.l.
Preparacianes 1
Regresidn 1
No paralelismo 1

1]

Error 4

16427.039 16427.039

549.9023 542.9025 1168.072 4.08
0.340277 0.340277 0.72279 4.08
18.8311 0.4707

Fuente de Variacian

Regla de decisian

Regresion Lineal

No Paralelismo

Ya que F > Fx¥, el logaritmo de

la désis tiene efecto lineal
sobre el didmetro de la zona de
inhibicidn.

Ya que F < F¥, las rectas logarit
mo dosis—-didmetro de la zona de
inhibicidn son paralelas.

Tabla II1. Tabla de Analisis de Varianza
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B, Evaluacién Estadistica del Matodo

1. Linearidad del Sistema

Concentracion Didm. de la Zona de Inhibicidn
mcg/ml mm (Y)
0.064 13.6
0.064 13.0
0.064 12.7
0.064 12.9
0.0464 13.5
0.064 13.6
0.080 15.8
0.080 15.4
0.080 15.5
0.080 15.8
0.080 15.4
0.080 15.8
0.100 17.5
0.100 18.0
0.10D 17.59
0.100 18.1
0.100 17.6
0.100 17.8
0.125 20.4
0.125 20.5
0.125 20.6
0.125 20.0
0.125 20.5
0.125 19.7
0.156 22.5
0.156 22.3
0.156 22.7
0.156 22.8
0.156 22.3

0.156 22.4

Tabla IV. Resultados para Linearidad del Sistema.
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Parametro Valar Valor
Evaluado Tedrico . Experimental
Coef. de Correlacidon (r) 0.98 0.988287
Coef. de determinacidn (r?) G.9604 0.976711
Desv. Est. de Regresion {Sy/x) 19.90156
Error Est. de regresidn (S™y/x) 20.00071
Pepdients (m) s ) §9.77602
t (0.09), g.l. = 28 para (m) 2.048

0.857820

Tabla V. Criterios de aceptacién en linearidad'del sistema.

Prueba de Hipdtesis para la Fendiente:

Ho 1 m 4 0

i Criterio de Aceptacidn:

81 E7(0.025) < t exp < t (0.975) =

Area de Aceptacidn:

=> "Ho se acepta

-2.048 < .085780546 < 2.048

[-1:]



LINEARIDAD DEL SISTEMA

Respuesta Medida (mm)

24
221+
20

18+

) / Y = 99.7968 X + 7.39

12 L 3 ! t 1
0.064 .080 0.10 0.125 0.156

Cantidad Adicionada {mcg/mi)




2. Precisidn del Sistema

Placebo Didmetro de la Zona de Inhibicion en mm ()
(10o%)

19.7 19,9 19.7 €0l 19.85 L%.%
19,2 1.7 19.8 20,2 19.5 19.3
19.9 19.9 19.7 20,3 19.2 Y]
20.0 19.5 20.0 19.6 19.9 19,1
19.7 19.9 19,3 20.1 19.9 19.6
19.7 1.8 19.8 19.3 19.4 19.9

R N AR 5

Tabla VI. Resultados obtenidos para la precisién del sistema
utilizando & placebos adicionados al 100 de amoxicilina.

Farametro o Valor calculado

- Media (Y) 19.6811
Desviacion Estandar (DE) 0.3053&

Coeficiante de Variacidn (CV)

1.55 %

“Tabla VII. Pardmetros evaluados en precisidn del sistema.

Criterio de Aceptacian:

cv <« %

2]
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3. Linearidad del Método

Cantidad Adicicnada Cantidad recuperada 7% de Recobro

mcg/ml  (X) mcg/ml (Y) (R)

0.064 0.04701 104.70
0.064 0.06565 102.57
0.080 0.08050 100.62
0.080 0.08220 102.75
0.100 0.100%0 100.90
0.100 0.09991 . 99.91
0.125 2.12640 101.12
0.125 0.12770 102.16
0.156 0.15840 101.53
0.156 0.15680 100.51

Tabla VIII. Resultados obtenidos para ta linearidad del método
utilizando 5 concentraciones de la solucidn patroén.

Parametro . Valor Valaor
Evaluado Teorica Experimental
Pendiente de la Recta {(m) ~ 1.0 0.998367
Ordenada al origen (b) ~ 0.0 0.001718
Coef. de Correlacian (r) 0.99 0.999559
Coef. de determinacion (r?2) 0.98 0.999118
Desv. Est. de regresian (Sy/x) 0.2444651
Error Est. de regresidn (S"y/x) 0.273528
t (0.05), g.1.= 9 para (m) 2.306 ~0.000616

t (0.05), g.1.= 9 para (b) 2.206 0.005815

Tabla IX. Criterios de aceptacian en linearidad del método.
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Pruebade ipate i's Eérar'a’Pehdienteé

ViHb,éex§CEPta

.000616:<:2.306:

. ‘(ﬁte?vaio’ae Confianzat

-4.993123 < 1 < 6.9893858

Prueba de Hipodtesis para-la Ordenada al Origen:

Ho : b =20
Ha 1 b 4 0

Criterio de Aceptacidn:
Si t (0.05) < t exp < t'(0.975)*===V'Hc:Sé acepta
Area de Aceptacidn:

-2.306 < 0.005815 < 2.306

Intervalo de Confianza:

—0.668869 < 0 < 067013305
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LINEARIDAD DEL METODO

Cant. Recuperada (mcg/mi)

0.16

0.14
0.12}

0.1r
0.08}
0061
0.04

0.02

Y=09983 X+17x10°3

s L L ' 1 2 I L PR

s 002 004 006 008 01 012 014 - 046 .

Cant. Adicionada (mcg/ml)



4. Repetibilidad y Exactitud al 100 %

Cantidad Adicianada Cantidad Recuperada 7% de Recobro
mcg/ml (X) mecg/ml (Y) {R)
0.1 0.09838 98.58
0.1 0.09725 97.25
0.1 0.10265 102.65
0.1 0.09919 99.91
0.1 0.09919 99.91
0.1 0.09858 98.98

Tabla X. Resultados obtenidos en la repetibilidad y exactitud
del método analitico utilizando placebos adicionados al 100%
del principio activo.

Pardmetro Evaluado Valar Calculada
Madia (X) 97.48
Desviacion Estandar (S) 1.844537
Varianza (o2) 2.835266
Coeficiente de Variacion (CV) 1.851479 %

Repetibilidad:

Xi? (0.029), g.l.= S 0.8310

Xi? (0.975), g.l.= 5 12.8320

Xi? experimental 3.40232
Exactitud:

t (0.025), g.l.= 5 + 2.571

t experimental - 0.630

Tabla XI. Criterio de aceptacidn en repetibilidad y exactitud
del método de analsis.
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Criterio 1.-

Criterio de Aceptacion:.. .- o —:vj —
Xiz'(0.0ZS) < Xi2 exp r<Xi2 (0.975) : ~‘Hd~se'acepta
Area de aceptacidn:

0.831 < 3.40232'<'12;B$2:

Intervalo de Confianza -al 95 %4:
0.07793 < 2.8352646 < 20.4712
. Hipdtesis de Contraste para Exactitud:
: Ho + = 100 % '

Ha t 4 100 %

Criterio de Aceptacian:

Si * t (0.05) £ t experimental ===> Ho se acepta

Area de Aceptacion:

- 2,671 < - 0.63 < 2.571

Intervalo de Confianza al 95 %:

97.35 < 100 < 101.6
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S. Reproducibilidad

Analista
1 2

~ 102,50 38.04

1 - 97.06 ?9.91

100.80 79.91

Dia

103.83 100.34

2 102.22 102.08

100.469 98.464

Tabla XII. Resultados obtenidos para la reproducibilidad del
método, los cuales se encuentran expresados en % de recobro.

Parametro Evaluado ) Valor Calculado
" Media (X) 100. 6683
‘Desviacion Estandar (S) 1.722480

Coeficiente de Variacian (CV) 1.7110

Tabla XIII. Parametros evaluados en reproducibilidad.

Criterio 1.

CV < 574
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Criterio 2

4 D5+ ADES.H EL5(k)

: ohﬁragtadasz

7i)rH6= las medias para los 2 analistas san iguales

Ha: “las medias para los 2 analistas son diferentes

2) Ho: las medias para los dias son iguales
Ha: las medias para los dias son diferentes

3) Ho: no hay efecto de interaccién Analista-Dia (A-D)
Ha: existe efecto de interaccion Analista-Dia (A-D)

Fuente de Suma de Media de = F Fx

Variacidn g.l. Cuadtados Cuadrados Calc. Tablas
Analista (&) 1 8.4636067 8.636067 3.4179 5.32
Dia (D) 1 4.788067 4.788067 2.00586 5.32
Interaccion

(A-D) 1 0,11593% 0.115933 0.,04856 5.32

Ertvor 8 19,0630 2.387037

Tabla XIV. Tabla de andlisis de varianza.

Reglas de Decisidn:

1) Se acepta Ho, por lo tanto no existe diferencia
significativa entre los analistas.

2) Se acepta Ha, lo cual implica que no existe diferencia
significativa entre los dias de andlisis.

3} Se acepta Ho y se concluye que no hay diferencia
significativa entre las medias por la interaccidn
Analista-Dia.



&. Especificidad

Sustancia Relacionada ) Respuesta Magni tud o
Amoxicilina Materia Prima (100%4) Detectable 99.49 %
Flacebo Adicionado (100 %) Detectable 101.21 %
Blanco del Producto No Detectable 0.00 %4

Tabia &. Resultados para la especificidad del método el cual
muuestra ser especifico para el principio activo en estudio.

Criterio.
Como se observa en laos resulados la respuesta abtenida
por el método se debe dnicamente a la sustancia de inte~
rés, por lo tanto, el método se considera especifico pa-

ra la amoxicilina.
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"7. Estabilidad de la Muestra Analitica

Muestra del Producto

Lote 16 lote 17 lLote 18
Condicidn/Tiempo
Inicial 98.58 98.31 99.92
T. A. / 24 Hrs ?8.05 ?8.31 100.30
T. A. / 72 Hrs F3.50 ?3.50 ?1.70
4°C / 24 Hrs 28.22 98.22 29.50

4°*C / 72 Hrs ?4.66 93.32 93.32

Tabla XVI. Resultados de la muestra analitica almacenada a
Temperatura Ambiente y Refrigeracidn por 24 y 72 Hrs.

“Intervalo de Confianza “Factor 1

T. A. / 24 Hrs -1.49 a 1.169 99.85 %

4 °C / 24 Hrs ~1.29 a 0.530 99.61 %

T. A. / 72 Hrs ~7.87 a -4.753 93.81 %
/ 72 Hrs ~-&.404 a

-4.096 94.869 U

Tabla XVII. Intervale de confianza Y factor I en estabilidad
de la muestra analitica
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an condiciones ambientales y

reFrigéracibn (4'C)L:pnr5 72" hPé,"ya que en el intervalo de

confianza no se ‘incluye el valar ‘de cera.

Criterio por- el Factor I.

a) - La. muestra es estable en condiciones ambientales vy
. FEFrigeracidn por 24 hrs, ya que el valor de la media para
<'el  factor I se encuentra entre 95 - 105 %.

b) La muestra no es estable en condiciones ambientales y

refrigeracian por 72 hrs, ya que el valor de la media para

el factor I no se encuentra entre 95 - 105 %.
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VIII. ANALISIS DE_RESULTADOS

A. Validez del Ensayo Microbioldgico
El valor del estadigrafo de contraste F de Fisher,
experimental para la regresidn lineal es de 1168.072, mayor
que el wvalor F% de tablas que es de 0.48, por lo tanto en
base a las reglas de decisioén establecidas se concluye que
el logaritmo de la dasis tiene un efecto lineal sobre el

didmetro de la zona de inhibicidn.

En cuanto al no paralelismo de las rectas, el valor F
calculado experimentalmente es de 0.72279 que es menor al
valor F% tedrico, por lo tanto, en base a las reglas de
decision, las rectas logaritmo dosis-didmetro de la zona de

inhibicidn son paralelas.
Con base en las reglas de decision se concluye que el

ensayo micraobioldgico propuesto en este trabajo es valido

para la estimacioén de la potencia de las muestras.
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B.-Validacion del Matado

Linearidad del Sistema.

'Comb"gé ‘observa en los resultados, el wvalaor del
“‘coeficiente de correlacion experimental es de 0.988287 que
‘es~'éEYUr que el valor establecido tedricamente (0.98), io

que  nos indica que existe una gran asociacidn entre las dos
variables (concentracion y didmetroc de la zona de inhibi-
cidn); de esta manera queda demostrado que la variacidn de
la variable dependiente (didmetro de la zona de inhibiciodn)
esta estrechamente relacionada con la variacidn de la
variable independiente (concentracidn) y tal relacion entre

ambas es lineal.

El valor t de Student en la inferencia acerca de la
pendiente {(m) es de ¢.8578 que es un valor menar al estable-
cido (+ 2.048), por lo cual, la pendiente se considera gque

tiene un valor de t.
E1 valor t de para la ordenada al otrigen es de 0.3547,

siendo este valar menor a 2.048, por lo tanto, se dice que

la ordenada &1 arigen tiene un valor de 0.
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CESTHTESB 19 CBR:

sapreny

Gikb

2

. Precisién del Sistema

CEL S/axni-'

- de :i155 % que esimeno
Z’, éntonces,ﬂsé dxce'

sistema:es precisa.

Linearidad del Método

El  valor del cueficiente dé correlacxén abtenxdo a

partir de los datos nperxmentales e§i q9yor_7que el

establecido (0.99), lo que suglere que 'i 99.9559 % de la

variacion de una de las varlables‘ éé':ékplicada por la

variacion de la otra.

én o que se refiere a lé infefeﬁcia acerca de 1la
ordenada al origen, el valor t de Student experimental es
menor que el wvalor t de tablas (0.005815 < 2Z.306), con
respecto a la pndiente 1la t calculada (-0.000616) se
encuentra dentro de los limites (-2.306 a + 2.306), esto nas
sugiere que la variable dependiente (cantidad recuperada)
depende linealmente de la variable independiente (cantidad

adicionada).
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Repetibilidad’y Exactitud al 100%

rafo. de contraste :Xi? calcqiado de

. de’ los ;iimiteg gstablecidos

de 7—0.630 es menor que a la t de

al” 95 % de confianza y cen S grados de

‘liﬁéftéd),‘boffid tanto, el método es exacto.

Reproducibilidad

El valor del estadigrafo de contraste F calculado para
la fuente de variacidn analista (3.6179) es menor que la F
de tablas (5.32), lo que nos indica que no hay efecto por &1
analista sobre el método; en cuanto a la fuente de variacian
dia, vya que el valor experimental de F (2.005864) es menor
que el valor F torico (5.32) se cancluye que no hay efecto
por el dia; de igual forma ocurre con la interaccion
analista-dia, va que 1la F calculada (0.04836) es menor que
la F de tablas (5.32), por lo que se dice que no existe

efecto de la interaccidn analista-dia.
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Especificidad

Como se abserva en las resultados Dbtenidns,r la
materia i prima 'y el plécebo adicionado. al 100%,;hu55trénfyné'*

respuesta similar en magnitud (99.49 y 101.21

vamente) , no " -asi el placebo del .’ producto
respuesta  alguna 'al  meétodo, .  por. lo iC
componentes - del placebo interFieren:

del ' principio ‘activo,’ entonces:se

especifico.

Estabilidad de la Huestré Anélltrca

De acuerdo a los resultados que  se obiuvierun la
muestra se considera estable durante 24 hr a temperatﬁra
ambiente y refrigeracion para su andlisis una vez preparada
ésta, no asi pasando 72 hrs vya que la concentracidn del

principio activo disminuye en aproximadamente un S %.

81



IXs CONCLUSIONES

es:preciso ﬁéra analizar. muestras

3 ;dgkcéﬁa fA1U100% (0001 “meg/ml)
,gestablec;dq>en laylineéridad del sistema.

ilo:que al método se refiere, se demostrd que existe

»LJunél:r;iééibn lineal en el rango de U.0&4 a O.156 mcg/ml, ya
v'dué' poseé una ordenada al origen considerada como cero, y
'una:pendiente aproximadamente igual a uno.

) El n.'uétndo es exacto y repetible a la concentracién
central  (0.01 mcg/ml). Es reproducible, ya que no existe
;:li-Ferem:ia significativa en que el andlsis sea efectuado por
uno u otro analista en ¢l mismo o diferente dia.

Ya gue el placebo no presenta interferencia con el
ensayo, se considera especifico como método de control de
calidad.

Se establece gque - la muestra preparada para su uso
posee una estabilidad de hasta 24 hrs como maximo a 4°C y a

temperatura ambiente, por lo que pasado este tiempo las

w
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muestras no podrdn ser analizadas o los resultados obtenidos

‘no-se consideran. como confiables.

Como canclusion general, el método . se’ cansidera’

lineal,- ‘exacto, "reproducible, precisnjy”éébec
principio ~activo  en estudioj la mge;iré eé t
hrs a temperatura ambiente y rafrigéradién.aP&rflo«taﬁtd; el
el = ensayo microbioldgico propues;n utifiiarse’csmn’métodd
de‘rutina péra cuantificar amouiciliﬁa en suspensian.

Con este estudio se concluye que antibidticos con el
mismo nicleo quimico . (Acido é—aminopenicilinico, 6-APA)
pueden ser analizados micraobioldgicamente utilizando

similares factores de andlisis.
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X. ANEXO0S
ANEXO 1

Parametros a validar_dependienda del Uso del Método

Parametro Control de Indicadores de Biodispo-
Calidad Estabilidad nibilidad
Linearidad vy
precision X X 3
Reproducibilidad ® X %

Precisison y

exactitud ® ® )
Limite de

deteccidn %
Especificidad i3 i3 %

Especificidad en E .
egtabilidad ®

Tolerancia del

sistema X
Estabilidad de :
la muestra E : X %
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ANEXO 11

Evaluacidn Estadistica para la Validez del Ensaxc Microbio—
légico. :

Disefio en Bloques al Azar: 1 patron (P), 1 muestra (M)-a 3

dasis.

Codificacion de Tratamientos:

Tratamientos
pl p2 p3 mi m2 m3 Totales
Bloquas
ri yi . . f . . Rl
r2 y2 . . . . . /2
v . * 3 1 3 . .
. . . . f . . s
re yt . . . . yn Re
Totales P1 P2 P3 M1 M2 M3 Ly
Suma Total: Ly = yl + y2 +...+ yn
Suma Total de los Cuadrados: Ly? = yl2 + y22 +,.,.+ yn?

Suma de los Totales al Cuadrado: ET2 = P12 + P22 +,..+ M32

ER? = R1? + R2? +...+ Rr2
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Patron (F) Muestra (M)

Totales de Ddsis Baja P1 M1
Totales de Dosis Intermedia P2 M2
Totales de Désis Alta P3 M3
Totales F=P1+P2+P3 M=M1+M2+M3
Cantraste Lineal Lp = P3 - F1 Lm = M3 - M1

Tabla de Andlisis de varianza

Fuente de g.l. Suma de Media de F
Variacian Cuadrados Cuadrados

Preparaciones 1 SCp=(P*+M2/3r)~-((EY¥Y2)/n) MCp=SCp

Regresion

Lineal 1 SCr=(Lp + Lm)2/4r MCe=SCr MCr/MCe

No Parale-

lismo 1. SCn=((Lp2+Lm?) /6r)-SCr MCn=5Cn MCn/MCe

Error . 5(r-1) SCe=Ly?-LT? /r-ER2 /& MCe=SCE/S(r—1)
+(Zy)2/n
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Evaluacidn Estadistica para la Reproducibilidad del Método

ANEXQ _IIT

Diselio en Bloques al Azar (factores Cruzados)

v Modelo Matemdtico

Dia 1 (D).

Yijk

+ AL+ D(i)j + E(idk

Analista 1 (él)

Dia 2 (D2)

Combinaciones Analista —

Yit. = Yill
N Yi2. = Yi21
Y21. = Y211
Y22. = Y221

Analista (Yi..)

Yi.. = Y11t

Y2.. = Y211
Suma Total

Yeuo = Yi..

Analista 2 (A2)
Yy Y214
SN2 Y212
YiLs Y213
- YLzt Y221
Y12z Y222
v123 Y213
Dia (Yii.)
+ Y112 + Y113
+ Y122 + Y123
+ Y212 + Y213
+ Y222 + Y223
+ Y112 + Y113 + Y121 + Y122 + Y123
+ Y212 + Y213 + Y221 + Y222 + Y223
+ Y2..
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.:Sma al cuadrado del Analxsta en lus

Suma al Cuadrado del Analista - Dia -

LEYij.2 = (Y11, )2+(Y12 )2+(Y21 )2*(Y22)2‘

E¥i..? = (Yi..)2 + (Y2002

Suma al Cuadrada de cada dato’

ELEYijk2 = (Y111)2 +;

Suma de los Cuadrados para el>Analxsta‘

SCa = EYi..2/ik - (Yi..)2/isk

Suma de los Cuadrados para el Dié'k'“
SCd = EEYij.2/k - EYi..2/jk
Suma de los Cuadrados para el Er?or

Sce = LEEYijk® - LEYij.2/k

o
Bnu
HNN
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ANEXQ IV

Evaluacion Estadistica de los Pardmetros Analiticos en la

Validacion del método Analitico.

1

Media X =Ex /n

2) Desviacién Estandar DE = 4 [n(Ex?)=(Ex)?/n(n-1)]

3

Coeficiente de Variacion CV = (DE/x)
" 4) Coeficiente de Correlacién
r=4d [(n(EKY)—(EK)(EY))“/(n(E:(*')—(EK)2

5) Coeficiente de Determinacidn ri

&) Pendiente m = nt(Exy)*(Ex)(Ey{in

7) Ordenada al Origen b = Oy — m(fx)

B8) Error Estandar de Regresian Sy/x=2x, 3% bgy)n -

CSny/x=d (ngn2)

?) Factor de Confianza para (b)

FC=[t(O.975)][S“Y/x][{(rxiﬁ/n:(xi—x)ﬂ)1
10) Estadigrafo de Cantraste (b)
t=(b-ba) /(5"y/%) (JLExi? /nE(xi~x)2]
11) Intervalo de Confianza al 95% para (b)
IC=b-FC<B<b+FC
12) Factor de Confianza para (m)
FC=[t(0.975) 1[S"y/x/DE(In-1)]
13) Estadigrafo de Contraste para (m)

t=(m-mo) DEJ (n—1) /S y/u
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14) Coeficiente de Variacion CV=(DE/x)‘160 

14) Intervalo de Confianza al 5% para’ (m)

IC=m—FC<M<m+FC

" '18) Porciento Recuperado

% de Recobro=mg adicionados/mg recdperadas,X"IOO :

17} Factor de Confianza para la Exactitud
FC=t(0.975)DE/Nn

18

Estadigrafo de Contraste para la Exactitud:;

t={x—)/(DE/In)

19) Intervalo de Confianza al 95% para la Exactitud

®~FC<L<x+FC

20) Estadigrafo de Contraste para la Repetibilidad

-

Xi2=(n—-1)DE2 /g2

21 'Estadigrafa de Contraste para La Estabilidad de la

e

Muestra Analitica

tx=C(comparaciones), g.l.= 2(C+1)

22) Intervalo de Confianza para la estabilidad de la Muestra

Analitica
IC=xi+xo+d(Spi? (2/3)]
23) Factor para la Estabilidad de la Muestra Analitica
(Andlsis Muestra/Condician/Tiempa)

1= (100)
(Anadlsis Inicial)

24) Media para el Factor I I =ELI /N

0
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