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RESUMEN

El presente trabajo de titulacién tuvo como objetivo estimar los limites de confianza para la
valoracién de Gentamicina en solucion inyectable y crema, en medicamentos de genéricos
y de marcas, empleando el método microbiolégico cilindro placa. Siguiendo los
lineamientos del método de referencia descrito en la Farmacopea de los Estados Unidos
version 43 NF 38, se propuso estudios de precision 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. Se caracterizaron todas las condiciones metrolégicas de
calibracion para medir el potencial del antibi6tico, obteniendo toda la variabilidad asociada
al modelo de regresion lineal simple, con una significancia de p<0.01. El rango empleado
para la concentracién 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 comprobé la
similitud de los limites de confianza entre las dos formas farmacéuticas y el tipo de
comercializacion, empleando pruebas estadisticas como fueron Levene y tswdent, NO
obteniendo diferencias estadisticamente significativas, p >0.05.

Palabras claves: Gentamicina, valoracion microbioldgica, cilindro placa, limites de
confianza.



ABSTRACT

The objective of this degree work was to estimate the confidence limits for the Gentamicin
assessment in injectable and cream dosage form, which is present in generic and brand
drugs, using the microbiological cylinder plate assay. The following guidelines of reference
method described in the United States Pharmacopeia version 43 NF 38, was proposed
precision studies with an important statistical tool, such as the analysis of variance (ANOVA)
for one factor. The proposal methodology was described in a specific procedure for
Gentamicin assessment in injectable and cream dosage form. All metrological calibration
conditions were characterized to measure the potential of the antibiotic, obtaining the total
variability associated with linear regression model, with a significance p<0.01. The range
used for the concentration of Gentamicina standard was 0.256 ug/mL to 0.624 ug/mL for
each calibration curve, with a mean reference concentration of 0.4 ug/mL. The confidence
limits were successfully determined, because of the dispersion contribution of the factor and
the error was considering. Finally, the similarity of confidence limits between the two
pharmaceutical forms and the type of commercialization was verified, using statistical test
such as Levene and tswdent, NOt Obtaining statistically significant differences, p >0.05.

Keywords: Gentamicin, microbiological assays, cylinder-place, confidence limits.
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CAPITULO 1

1 INTRODUCCION
1.1 Antecedentes

1.1.1 Internacional

Las valoraciones microbiolégicas son métodos empleados para cuantificar la
potencia, o actividad antimicrobiana de los antibidticos. Las monografias de
varios antibiéticos fueron publicadas en el 21 CFR - Code of Federal Regulations,
antes de 1998. Posteriormente, estas monografias fueron publicadas por la
Farmacopea Americana (USP), para quedar como métodos oficiales de
referencia [1].

Existen dos técnicas para determinar la potencia de antibiéticos, cilindro-placa y
turbidimeétrica, para los cuales las valoraciones microbiologicas es el método
analitico estandar [2]. Huerto y Vignolo emplearon la técnica cilindro-placa para
la valoracion de una crema de Gentamicina en un medicamento de marca. La
técnica proporcion6 resultados confiables, manteniendo las condiciones
controladas del laboratorio durante la validacion [3].

En la practica, para conocer si una estimacion es precisa, se necesita calcular
un intervalo de confianza [4]. De acuerdo a Gonzéalez, un intervalo de confianza
mas estrecho es mas preciso, al aumentar la muestra; por el contrario, cuando
la variabilidad es mayor, la amplitud de intervalo aumenta indicando mayor
dispersion [5].

Dado que, las valoraciones microbioldgicas estan sujetas a variables
intervaloracion e intravaloracion, se requieren de tres o mas valoraciones
independientes, para estimar la potencia de manera adecuada [2]. En el estudio
realizado por Fernandez et al., para calcular la exactitud del método
microbioldgico, las muestras fortificadas con Sulfato de Gentamicina se
analizaron por quintuplicado cumpliéndose los criterios de aceptacion [6].

1.1.2 Nacional

La Gentamicina en su forma farmacéutica liquido parenteral, pertenece al
Cuadro Nacional de Medicamentos Basicos [7]. Sin embargo; este agente
antimicrobiano, también se comercializa en forma farmacéutica de cremas,
solucion y unglento oftalmico. La solucion inyectable y cremas, son las que
tienen mayor disponibilidad en el pais [8].

1.1.3 Local

En cuanto a la comparacion de la actividad antimicrobiana entre ampollas de
Gentamicina de marca y genérica, Acosta y Echeverria, realizaron un estudio
muestreando ampollas de Gentamicina en la ciudad de Guayaquil, tomando lotes

1



1.2

1.3

iguales de medicamentos de marca y genérica. La potencia se la determiné por
la técnica cilindro placa. Y se concluyé que la potencia calculada era equivalente
a la declarada en la etiqueta de la muestra [9].

Descripcion del problema

Los antibidticos son medicamentos empleados con mucha frecuencia para
combatir infecciones bacterianas [10]. En el Ecuador se comercializan como
medicamentos genéricos y de marca.

Los niveles de calidad, seguridad y eficacia deben mantenerse tanto en
medicamentos genéricos como de marca [11]. Un punto importante en la calidad
es la valoracién de su principio activo, debido a que permite conocer si el valor
encontrado cae dentro del rango de especificacion.

Para la valoracién de principios activos en antibiéticos, los laboratorios emplean
métodos quimicos y microbiolégicos. En efecto, los métodos quimicos son mas
precisos y eficientes que los microbiol6gicos; sin embargo, con los dltimos la
reduccién en la actividad antimicrobiana puede ser detectada. Las técnicas para
las valoraciones microbioldgicas son cilindro-placa y turbidimétrica [2].

Un antibidtico para el cual la valoracion microbioldgica en cilindro-placa es el
método analitico estandar, es la Gentamicina. Las formas farmacéuticas
disponibles, en farmacias y hospitales, son solucion inyectable, crema, solucién
y ungiiento oftalmico.

Para la estimacion confiable de la potencia de Gentamicina se requiere de la
cuantificacion de Limites de Confianza, y para ello es necesario valorar tres o
mas veces cada muestra. La Farmacopea de los Estados Unidos en el capitulo
de Valoraciones microbiologicas incluye el calculo de Limites de Confianza [2].

Sin embargo, a pesar de disponer del método oficial para la valoracién de
Gentamicina, el laboratorio de microbiolégica no cuantifica los limites de
confianza, debido a que su procedimiento especifico no incluye esta informacion.
Adicional, solo se realiza una valoracion independiente, siendo el criterio de
aceptacion de la potencia, la especificacién descrita en su monografia oficial.

Objetivos

1.3.1 Objetivo General

Estimar los limites de confianza para la valoracidbn microbiolégica de
Gentamicina en formulaciones farmacéuticas de medicamentos de venta
genérica y de marca, utilizando el método de cilindro placa.



1.3.2 Objetivos Especificos

1.4
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1. Describir un procedimiento especifico para la valoracién microbiol6gica de
Gentamicina por el método cilindro placa.

2. Determinar las condiciones metroldgicas inherentes a la calibracion para la
cuantificacion de Gentamicina en solucion inyectable y crema en condiciones
de reproducibilidad intermedia.

3. Cuantificar el intervalo de confianza asociado a la determinacion de
Gentamicina inyectable y en crema (genérica y de marca).

Hipodtesis
Las valoraciones microbiol6gicas empleando el método cilindro placa, para medir
el potencial de Gentamicina en medicamentos de marca y genéricos, ya sea en

su forma inyectable o crema, obtienen intervalos de confianza sin diferencias
estadisticamente significativas (p<0,05).

Alcance

La presente investigacion fue experimental, en la cual se buscé estimar los
limites de confianza y comparar estos rangos de concentracion de Gentamicina
para las dos formas farmacéuticas ya sea de marcas y genéricos.

Las valoraciones se llevaron a cabo en un laboratorio de microbiologia que
analiza medicamentos de marca y genéricos. La metodologia a emplear fue la
descrita en el Capitulo <81> ANTIBIOTICOS - VALORACIONES
MICROBIOLOGICAS de la Farmacopea Americana USP 43 NF 38, con ligeras
modificaciones adaptativas en el tratamiento de muestra, concentracion media
del estandar y cantidad del microorganismo de desafio afiadido a la capa
inoculada [2].

El periodo para realizar las valoraciones y analisis de datos abarcé tres meses,
en el que se involucré operaciones previas para reducir la interferencia de
factores que pueden influir en la obtencion de los resultados, como fueron la
preparacion de: medios de cultivos, soluciones, esterilizacion de material y
obtencién del microorganismo de desafio.

Se emplearon muestras de medicamentos genéricos y de marcas, con
Gentamicina como principio activo Unico, y combinado con Betametasona y
Clotrimazol. Con los resultados obtenidos se estimaron los limites de confianza
de la concentracion hallada de Gentamicina, en solucién inyectable y crema,
durante la verificacion del método.



CAPITULO 2

2 MARCO TEORICO

A continuacion, se presenta la fundamentacion tedrica de todos aquellos aspecto y
variables de interés en la presente investigacion.

2.1 Gentamicina

La Gentamicina fue descubierta y aislada del Micromonospora purpurea en
1963, pertenece a clase de antibidticos aminoglucésido utilizado contra
infecciones bacterianas a través de la inhibicion de la sintesis de proteinas de
las bacterias [12], [13]. La Gentamicina es un antibiético de amplio espectro, por
lo que actlia sobre gran cantidad de bacterias, principalmente en las gram
negativas como son Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Serratia marcescens, y las gram positivas como el Staphylococcus
aureus [14].

Una cualidad de la Gentamicina es que no se metaboliza, sino que se distribuye
sin cambios dentro de los espacio extracelulares antes de la excrecién por
filtracion glomerular [15]. Por tal razén, posee un efecto concentracion-
dependencia prolongada, asi como también una accién sinérgica, en especial
con antibiéticos betalactamicos [16].

Aunque el mecanismo de accién de la Gentamicina esta bien establecido, y se
puede usar en una variedad de aplicaciones clinicas, su administracion es
limitada. La ototoxicidad, nefrotoxicidad y bloqueo neuromuscular, son efectos
secundarios graves producidos por el uso de este antibidtico [15],[17].

2.1.1 Caracteristicas fisicas y quimicas de Gentamicina

La Gentamicina, en su forma de sulfato, es soluble en agua, insoluble en alcohol
y otros solventes organicos [14]. La solucién de este antibiético tiene un pH
alrededor de 4.5, en la cual permanece estable. A su vez, tiene un efecto
bactericida a pequefias concentraciones, que es influenciado por el pH, siendo
mas efectiva en medios alcalinos que acido [18].

En la Figura 2.1, se muestra la estructura quimica de Gentamicina, en su sal
sulfato. La molécula esta compuesta de aminoazucares unidos por enlaces
glucosidicos a un alcohol ciclico hexagonal con grupo amino (aminociclitol) [19].

OH

] ; "H
e H,N—/ 0\/ /(' 3
HN= hn H |D/’/ N,

[[J(/ . H-S04

Figura 2.1 Estructura Quimica de Sulfato de Gentamicina [14]
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2.1.2 Indicaciones terapéuticas

Como ya se menciond, la Gentamicina posee actividad bactericida sobre
bacterias aerobias gram negativas, por lo cual este antibiético es una buena
opcion para tratar varias infecciones comunes [20].

Las vias de administracion de Gentamicina son parenteral, tOpica y oftalmica, la
via oral no se emplea, debido a su poca absorcion gastrointestinal [20]. La
Gentamicina se emplea en el tratamiento de infecciones respiratorias, biliares,
del tracto urinario, laceraciones, huesos y articulaciones [12],[14].

A su vez, este antibidtico se sigue estudiando, por su accion sinérgica, para crear
esquemas de tratamientos de algunas infecciones. Por ejemplo, Li et al.,
proponen una alternativa de tratamiento de Gentamicina combinado con
ertapenem, por la accién sinérgica que presentan, en el tratamiento de Neisseria
gonorrhoeae [21].

2.1.3 Formas Farmacéuticas

La Gentamicina se encuentra disponible en medicamentos de marca y
genéricos. Las formulaciones farmacéuticas comunes son solucién inyectable,
colirios oftdlmicos y cremas de uso tépico sola o asociada a corticoides.

Para conocer las formulaciones farmacéuticas presentes en el Ecuador, se
empled el Consultor de Medicamentos disponible en la pagina oficial de la
entidad reguladora [8]. Se realiz6 una busqueda colocando Gentamicina como
palabra clave, encontrandose 78 resultados, correspondientes a medicamentos
gue contiene Gentamicina en su formulacion.

En la Figura 2.2, se muestra la cantidad de forma farmacéutica de Gentamicina
en el Ecuador. La solucién inyectable es la que esta en mayor niumero (39),
seguido de crema (27) y por ultimo solucién, y ungiento oftalmico (9 y 3,

respectivamente).
Formas Famacéuticas (F.F) de Gentamicina en el
Ecuador
L 50 39
w 40 -
3 30
e
ks 20 9
= 10 3
c
8 0 —
Solucion Crema Solucion Ungiento
Inyectable oftédlmica oftédlmico
Clases de F.F

Figura 2.2 Formas Farmacéuticas de Gentamicina en Ecuador
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2.2

2.3

Medicamentos de marcay genéricos

En el Ecuador, para comercializar un medicamento, es necesario que cuente con
Su registro sanitario, el mismo que es otorgado por la entidad reguladora.
Primero, el medicamento tiene que ser clasificado, como marca o genérico, y
luego se genera una solicitud de inscripcion para la obtencién de registro
sanitario [22].

Con la informacion obtenida en mayo 2022, proveniente del Consultor de
Medicamentos, se realizd un estudio exploratorio con la finalidad de calcular los
medicamentos de marca y genéricos de Gentamicina. En la Figura 2.3, se
evidencia mayor cantidad de medicamentos genéricos en soluciones inyectables
(22); por el contrario, en crema son los de marca (24).

Medicamentos de marcay genéricos que contienen
Gentamicina

30 24

25 22
& 20 17
©
= 15
% 10 6
© 3 3 3
0
0
Solucion Crema Solucion Unguento
Inyectable oftélmica oftalmico

Medicamento

Marca = Genérico

Figura 2.3 Medicamentos de marca y genéricos con Gentamicina en su formulacion

Intervalos de confianza

Los andlisis de laboratorio cuantitativos a menudo el valor real de una media
poblacional, u , no se puede determinar, debido a que se necesita un nimero
representativo de mediciones. Por tal motivo, aplicando estadistica se puede
establecer un intervalo que rodee a la media X obtenida experimentalmente, en
la que se espera se encuentre dicho parametro con cierto grado de probabilidad.
A este intervalo se lo conoce como intervalo de confianza IC [23].

En efecto, el intervalo de confianza pretender encontrar dos numeros, Ly U,
esperando que u esté entre ellos, con una probabilidad de 1 — « . En la férmula
1, se expresa la u esperada [4].

PL<pu<lU)=1-«a 1)

Los extremos del intervalo de confianza se los conoce como Limites de
Confianza LC, los cuales estan en funcion de la amplitud del intervalo. Si se
desea obtener con seguridad el valor verdadero, la amplitud del intervalo sera
mayor; por lo tanto, el tamafio del intervalo dependera de aquello.
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La amplitud del intervalo de confianza es calculada a partir de la desviacion
estandar muestral, la cual depende de la estimacion de la desviacion estandar
muestral s hacia la desviacion estandar poblacional o. Es decir, si s estima
adecuadamente a o, se espera un intervalo de confianza mas estrecho [23].

2.3.1 Intervalo de confianza de una o desconocida

2.4

Generalmente, el tiempo y la cantidad de muestra que se tienen disponible en
determinada investigacion son las principales limitantes para realizar una buena
estimacion de ¢ a partir de s. Por lo tanto, un conjunto de mediciones
proporcionard la media, asi como también una estimacion de la precision [23].

Para calcular s a partir de un pequefio grupo de datos, el valor obtenido puede
ser incierto. Para la variabilidad de s se usa el estadistico t (t de Student), el cual
es definido de la misma forma que el parametro poblacional, z, con la diferencia
de que s se reemplaza con o. El estadistico t puede expresarse de esta manera:

p= X H v
S
Y para la media de n mediciones es:
X— K 3
t= ——
SD /Nn

El estadistico t despende del nivel de confianza deseado, asi como también de
los grados de libertad en el célculo de SD.

Finalmente, para calcular el intervalo de confianza para la media X con un
numero de n mediciones utilizando t, se puede expresar como sigue:

SD
ICparap=x £ t— “)

= Vn

Valoraciones microbioldgicas

Para determinar la potencia de los antibiéticos se emplean métodos quimicos y
microbioldgicos. Las técnicas microbioldégicas permiten demostrar la actividad
microbiana de un antibiético, siempre que las condiciones sean adecuadas, por
el efecto inhibitorio que poseen sobre microorganismos de prueba. Las dos
técnicas generales son valoracion en cilindro placa y valoraciéon turbidimétrica

[2].

Enla Tabla 2.1, se incluyen todos los antibidticos que requieren de valoraciones
microbioldgicas para determinar su potencia, y el tipo de técnica. Son 16 los



antibiéticos que requieren la valoracion en cilindro placa, 8 por turbidimetria, y 2
a los que puede emplear ambas técnicas; siendo un total de 26 antibiéticos.

Tabla 2.1 Antibidticos que requieren ensayos
microbiolégicos [2].

Antibiético Tipo de Valoracion
Amoxicilina Cilindro placa
Amfotericina B Cilindro placa
Bacitracina Cilindro placa
Bleomicina Cilindro placa

Capreomicina
Cloranfenicol
Clortetraciclina

Turbidimétrica
Turbidimétrica
Turbidimétrica

Cloxacilina Cilindro placa
Colistimetato Cilindro placa
Colistina Cilindro placa

Dihidroestreptomicina

Cilindro placa
Turbidimétrica

Eritromicina Cilindro placa
Gentamicina Cilindro placa
Gramicidina Turbidimétrica
Nafcilina Cilindro placa
Neomicina Cilindro placa

Turbidimétrica
Nobovicina Cilindro placa
Nistatina Cilindro placa
Oxitetraciclina Turbidimétrica
Paromicina Cilindro placa
Penicilina G Cilindro placa
Polimixina B Cilindro placa
Tetraciclina Turbidimétrica
Tioestreptona Turbidimétrica
Tilosina Turbidimétrica

Vancomicina

Cilindro placa

2.4.1 Valoracion en cilindro placa

La valoracion en cilindro placa se fundamenta en la difusion del antibiético, que
ha sido colocado en un cilindro vertical sobre agar solidificado en una placa de
Petri, el cual ha sido inoculado con un microorganismo de prueba [2]. En la Figura
2.5, se muestra un ejemplo de valoracion en cilindro placa, en la que resulta un
area circular de inhibicion alrededor del cilindro.
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Figura 2.5 Valoracioén en cilindro-placa [24].

Las diferentes respuestas con esta técnica, diametros de los halos de inhibicion,
estan relacionadas a la dosis del antibiético empleadas en la valoracion. La
valoracién en cilindro placa tiene mayor aplicacion en la préactica, debido a su
exactitud y sensibilidad [3].

Por otra parte, para obtener halos de inhibicién bien definidos, se deben emplear
condiciones adecuadas para realizar la valoracion. La viabilidad del
microorganismo de prueba, el medio de cultivo, condiciones de incubacion, la
velocidad de difusion del antibiotico y su concentracion, son factores que influyen
en la obtencion de halos, y por lo tanto una valoracion aceptable [2].

Adicional, para emplear la técnica cilindro-placa, hay que considerar que cada
placa tiene dos concentraciones del antibiético, la concentracién de referencia
S3;y una de las cuatro concentraciones del estandar (Si, Sz, S4, Ss) 0 la muestra
(Us). La potencia de la muestra se determina midiendo el halo de inhibicién
obtenido frente a una concentracion conocida, generando la curva estandar [2].

2.4.2 Microorganismos de prueba

En el area microbioldgica se emplean microorganismos de control para asegurar
la validez de los resultados de andlisis. Los microorganismos de control que
generalmente se utilizan son bacterias, hongos y levaduras, y son también
llamadas Cepas de Referencia. Por ejemplo, Bulacio et al., realizaron un estudio
microbiol6gico empleando treinta y nueve (39) cepas de la levadura del género
Candida [25]. Por otro lado, Huang et al., emplearon la bacteria Escherichia coli
BW25113, para demostraron que una combinacion entre iones metalicos con
antibiéticos, puede ser una alterativa terapéutica para combatir la resistencia de
la bacteria [26].



Una cepa en microbiologia es el conjunto de microorganismos que pertenecen a
la misma especie e iguales caracteristicas [27]. Las cepas son identificadas con
un numero asignado por la American Type Colletion (ATCC) [2]. En la Tabla 2.2,
se detallan las cepas de referencia (microorganismos de prueba), para cada
antibioético, en valoracién en cilindro placa.

Tabla 2.2 Microorganismos de Prueba para Valoracion en Cilindro

Placa [2]
Antibiético Microorganismo de Numero ATCC
Prueba

Amoxicilina Kocuria rhizophila 9341

Amfotericina B Saccharomyces 9763
cerevisiae

Bacitracina Micrococcus luteus 10240

Bleomicina Mycobacterium 607
smegmatis

Cloxacilina Staphylococcus aureus 29737

Colistimetato Bordetella bronchiseptica 4617

Colistina Bordetella bronchiseptica 4617

Dihidroestreptomicina Bacillus subtilis 6633

Eritromicina Kocuria rhizophila 9341

Gentamicina Staphylococcus 12228
epidermidis

Nafcilina Staphylococcus aureus 29737

Neomicina Staphylococcus 12228
epidermidis

Nobovicina Staphylococcus 12228
epidermidis

Nistatina Saccharomyces 2601
kudriavzevii

Paromicina Staphylococcus 12228
epidermidis

Penicilina G Staphylococcus aureus 29737

Polimixina B Bordetella bronchiseptica 4617

Vancomicina Bacillus subtilis 6633
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CAPITULO 3

3 METODOLOGIA

A continuacion, se desarrolla y explica todos los procedimientos analiticos, y los
tratamientos de datos que se emplearon en este estudio investigativo.

3.1

3.2

3.3

Disefio de la investigacion

El disefio de esta investigacion fue de tipo experimental, aplicada a la obtencién
de limites de confianza, para realizar una estimacion confiable de la potencia de
Gentamicina en solucién inyectable y crema, dispensada en medicamentos
genéricos y de marcas.

Muestra

En este trabajo se valoraron medicamentos que contenian Gentamicina, como
principio activo, en solucion inyectable y crema. Las muestras fueron
medicamentos genéricos y de marca, adquiridas en distribuidoras farmacéuticas
de la ciudad de Guayaquil. La cantidad empleada fue de diez, tanto ampollas
como tubos, de Gentamicina para cada presentacion comercial.

Materiales y Equipos

3.3.1 Medios de cultivos y reactivos

Los medios de cultivos empleados fueron caldos nutritivos y agares. Para la
preparacion del microorganismo de desafio se usaron caldo cerebro corazén de
TM Media, y agar antibiético 1 de BD Difco. Se empleé el agar antibiético 11 de
Merck, en la preparacién de las cajas Petri para cada analisis.

Los reactivos que se emplearon para la preparacion de solucién amortiguadora
de fosfato de potasio 0.1M, pH 8.0 fueron fosfato monobdsico de potasio y fosfato
bibasico de potasio, ambos de Sigma-Aldrich. El reactivo de cloruro de sodio de
Merck, se emple6 para la obtencién de una solucion al 0.9% m/v, y el cloroformo
de Merck, para la extraccion de Gentamicina en crema.

3.3.2 Estandar de referencia y microorganismo de desafio

Se empleé un estandar de referencia grado primario de Sulfato de Gentamicina,
de la United States Pharmacopeial (USP). Se selecciond Staphylococcus
epidermis (ATCC 12228), de Microbiologics como microorganismo de desafio.
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3.3.3 Equipos
En la Tabla 3.1 se detallan los equipos empleados en la valoracion de
Gentamicina, para el célculo de las condiciones de precision y finalmente los

limites de confianza.

Tabla 3.1 Equipos utilizados para valorar Gentamicina

Nombre del Equipo Marca Especificacion
Espectrofotémetro Thermo Scientific 580 nm/ T =25%
Genesys 20
Bafio de Maria Precision 50°C+ 5°C
Scientific
Mezclador de vortice Glas-Col Touch N/A
Incubadora Kayagaki 33+2°C
Incubadora Fanen 37+1°C
Regla Vernier Hardened +0.1 mm
Balanza Analitica SARTORIUS Max 220 g d=0,1 mg
Balanza Analitica Mettler toledo Max 220 g d=0,1 mg
Potenciometro Mettler toledo pH 4.0 -10.0
Autoclave Yamato 121 °C/ 15 min
3.4 Método

Se emple6 el método descrito en el Capitulo <81> ANTIBIOTICOS —ENSAYOS
MICROBIOLOGICOS de la Farmacopea de los Estados Unidos, version 43 NF
38, con ligeras modificaciones adaptativas en el tratamiento de muestra,
cantidad de suspension estandarizada del microorganismo de desafio afiadida
al medio de cultivo, y concentracion media de Gentamicina, tanto para el
estandar como para las muestras [2].

Para la extraccion de Gentamicina, presente en formulaciones de crema, se
utilizé cloroformo como solvente en lugar del éter dietilico, debido a la poca
disponibilidad del dltimo en el laboratorio. Adicional, se realiz6 una sola
extraccion por réplica, para reducir el riesgo de exposiciéon al solvente.

La cantidad de suspension estandarizada del microorganismo de desafio,
afadida al medio de cultivo fue de 0.06 mL/100 mL, para la obtenciéon de halos
de inhibicién bien definidos. En cuanto a la concentracion media de Gentamicina,
se calculé a 0.4 ug/mL, debido a que no se obtuvo halos de inhibicién con 0.1
ug/mL en las pruebas preliminares.
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3.4.1 Preparacion de medios de cultivos y solucién amortiguadora de
fosfato de potasio 0.1M, estéril, pH 8.0

Los medios de cultivos se prepararon de acuerdo a lo indicado en su etiqueta,
verificando el tiempo y condiciones de esterilizacion. Las pruebas de control de
calidad se efectuaron en cada preparacion de medios de cultivos, como son la
toma de pH y control de esterilidad.

La solucién amortiguadora de fosfato de potasio 0.1M, pH 8.0, en adelante solo
solucién amortiguadora de fosfato de potasio, se preparé con fosfato dibasico de
potasio, y fosfato monobasico de potasio. El pH de la solucién amortiguadora,
después de la esterilizacion fue de 8,0 +0,1.

3.4.2 Preparacion de la solucion stock y curva estandar

La solucion stock (solucién madre) se preparo a partir de 10 mg del estandar de
Sulfato de Gentamicina en 10 mL de solucién amortiguadora de fosfato de
potasio, cuya concentracion final fue de 1000 ug/mL.

A partir de la solucidn stock, se prepararon cinco diluciones de prueba, con un
aumento de concentracion entre diluciones sucesivas de 1: 1,25. Para realizar el
calculo de las diluciones, se tomo la concentracion media (Ss) de 0.1 ug/mL,
referida en el método de la Farmacopea vigente. En la Tabla 3.2 se detalla la
concentracion final de las diluciones de prueba calculadas con un factor de
cuatro.

Tabla 3.2 Concentracién de estandares empleados en la
calibracidn de la valoracion microbioldgica

p Concentracion Concentracion final
Estandar Factor
(pg/mL) (pg/mL)

S 0.064 4 0.256

S, 0.08 4 0.32

S3 0.1 4 0.4

S4 0.125 4 0.5

Ss 0.156 4 0.624

3.4.3 Preparacion de microorganismo de desafio

La cepa de referencia Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 fue activada
siguiendo el procedimiento interno del laboratorio, para obtener la cepa de
reserva. Se determind la viabilidad del microorganismo al inicio del
almacenamiento prolongado a -20°C, y luego de la congelacién.

Para la obtencion de cepas de trabajo, se emple6 un criovial que contenia la
cepa de reserva de Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, la cual fue nutrida
en caldo cerebro corazon, e incubada a 33°C por 24 horas. Posteriormente, se
realizd pases en tubos con agar medio 1, incubandose a 33°C por 24 horas.
Después de la incubacion, los tubos se almacenaron a temperatura entre 2°C a
8°C.
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La frescura del microorganismo de desafio se conservo realizando pases con 24
horas de incubacion. Cada dia de analisis, se recolectd el microorganismo de
desafio en solucién de cloruro de sodio estéril al 0.9% m/v. Finalmente, se
estandariz6, empleando una longitud de onda de 580 nm, obteniendo una
transmitancia de 25% (T).

3.4.4 Preparaciéon de la muestra

Las muestras de Gentamicina en solucion inyectable y crema, se diluyeron hasta
obtener una potencia supuesta por unidad de peso o volumen (Us), que es igual
a la concentracion media del estdndar Ss. El tratamiento de las muestras para
Gentamicina en crema fue por extraccion liquido-liquido, y el de solucion
inyectable por dilucién.

a. Gentamicina en solucién inyectable:
Se midié y diluyé la muestra con solucion amortiguadora de fosfato de potasio,
asignando una potencia supuesta por unidad de peso o volumen (Us).

b. Gentamicina en crema

Se pesO6 5 g (+0,0001 g) de la muestra que contenia cerca de 5 mg de
Gentamicina. Se agit6é en una ampolla de decantacion con 50 mL de cloroformo,
y luego se afiadieron 100 mL de amortiguadora de fosfato de potasio. Luego, se
dejo reposar la mezcla hasta su separacion. Finalmente, se diluy6 el extracto
acuoso de la muestra, asignando una potencia supuesta por unidad de peso o
volumen (Us).

3.4.5 Preparacion de cajas Petri

Las cajas Petri que se utilizaron en la valoracion de Gentamicina tuvieron una
medida de 20 x 100 mm. El agar antibi6tico 11 estuvo previamente fundido y
enfriado a 50°C. En la Tabla 3.3., se detalla el volumen del medio de cultivo
empleado en la preparacion de la capa base e inoculada, junto con la cantidad
del in6culo previamente estandarizado.

Tabla 3.3 Preparacion de capa base e inoculada para valoracion de Gentamicina

Capa Medio de Volumen Volumen del microorganismo
cultivo (mL) de desafio (mL/100mL)
Base Agar 11 21 -
Inoculada Agar 11 4 0,06

Una vez que la capa base e inoculada estuvieron endurecidas, se procedi6 a la
distribucién de los cilindros de acero inoxidable. En la Figura 3.1 se muestra el
espaciado uniforme que presentaron los cilindro en cada placa Petri.

14



= &
®

Figura 3.1 Espaciado uniforme de los cilindros en cada caja Petri [3].

Q.

Luego se agregd 100 uL de la dilucion Ss del estandar, en tres cilindros de cada
placa Petri empleada en la valoracién, y 100 uL de cada una de las cuatro
diluciones de prueba del estandar en los cilindros restantes. En la Figura 3.2 se
muestra la distribucion de diluciones de prueba del estandar (Si1, Sz, S4, Ss) ¥ la
muestra (Us). Para cada dilucion de estandar y muestra se utilizaron tres placas
Petri.

Una vez llenos los cilindros, se dejaron en reposo las cajas Petri tapadas por 15
minutos para mejor optimizacion de la difusion del antibiético en la capa de agar.
Posteriormente, se incubaron a 37°C de 16 a 24 horas.

Transcurrido el tiempo de incubacion, se retiraron los cilindros para medir los
halos de inhibiciébn. Finalmente, se procedid a calcular la potencia de
Gentamicina y los limites de confianza.
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3.5 Determinacion de la potencia de Gentamicina

La determinacion de la potencia de Gentamicina presente en solucion inyectable
y cremas, de medicamentos genéricos y de marca, se la obtuvo en primer lugar
promediando los nueve valores de referencia (Ss), los nueve valores estandar
(S1, Sz, S4, Ss) y los de la muestra (Us), que fueron obtenidos midiendo la zona
de inhibicion de cada caja.

Seguidamente, se determind la desviacion estandar (SD) y la desviacion
estandar relativa (RSD) para cada conjunto de tres placas, de los nueve valores
de referencia y de los nueve valores del estdndar. Se obtuvo un limite no mayor
al 10% en la desviacion estandar relativa [2].

Luego, se realizd la correccion de variacion entre placas, de las diferentes
concentraciones de los estandares (X.) y de la muestra (U), empleando la
férmula 5, donde el P se obtuvo promediando los valores del estandar de
referencia (Ss), de cada una de las placas que contenian las concentraciones de
los estandares (S1, Sz, Sa, Ss).

JZczjzs_(fR_P)

(5)

<
o
Il

Uz — (kg — P)

Donde ¥.= medida corregida del estandar y U, = medida corregida de la muestra
¥s= media original del estandar y U; = media original de la muestra

Xr= media de la referencia para el conjunto de placas

P= promedio global S3

Una vez realizada la correccién entre las placas, se determind la linealidad de la
curva estandar, graficando las mediciones corregidas de la zona, en funcién del
logaritmo de los valores de concentracion estandar. Se calculé la ecuacion de la
curva estandar, realizando una regresion lineal no ponderada estandar. Usando
logaritmo natural, se graficé la curva estandar, obteniendo %R? no menor al 95%.
En la férmula 6, se expresa la ecuacion de la curva estandar.

z=b(logc) +a (6)

z= medicion de zona corregida
¢ = concentracion

b= pendiente

a= intercepto

Empleando la medicién de zona promedio corregida de la muestra (z), en la

ecuacion de la curva estandar, se determiné el logaritmo de la concentracion de
la muestra, log ¢ mediante la ecuacion 7:

17



3.6

Z—a (7)
b

logc =

Por udltimo, la concentracion de la muestra C se obtuvo siguiendo la ecuacién 8.
El porcentaje de la concentracién de referencia se la calculé siguiendo la formula
10.

Cy = antilog ¢ (8)
c

% = —x 100 ©)
S3

Una vez obtenida la concentracién de Gentamicina en solucién inyectable y
crema, en medicamentos genéricos y de marca, se procedid a realizar una
prueba de Grubbs, con la finalidad de evidenciar valores sospechosos o atipicos.

Condiciones de precision

Se procedié a realizar un tratamiento tomando como primera categoria la forma
farmacéutica, seguido de la subcategoria de acuerdo su comercializacion, marca
0 genérica, como se muestra en la Figura 3.3.

Gentamicina

Solucién Inyectable ‘ Crema ‘

Marca ‘ ‘ Genérica ‘ ‘ Marca ‘ ‘ Genérica ‘

Figura 3.3 Condiciones de precision para la determinacion de Limites de Confianza

El estudio de captacion de datos, corresponde a condiciones de repetibilidad y
reproducibilidad intermedia. El esquema abordado, fue para 15 réplicas (n) en
cada subcategoria evaluada. En este caso fueron: crema y solucién inyectable.

Se emple6é un andlisis de varianza de un factor (ANOVA) (p=0,05), con la
finalidad de hallar los niveles de varianza para las condiciones o factores que
pudieran alterar las dispersiones en los limites de confianzas evaluados. El
estudio de varianza se llevé a cabo mediante una prueba de Levene [28].
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3.7 Determinacién de limites de confianza

Para la determinacion de los limites de confianza se realizaron quince
valoraciones independientes de Gentamicina en solucion inyectable y crema,
para cada medicamento de marca y genérico, con una probabilidad del 95%. Se
empled escala logaritmica, siguiendo la ecuacion 10, para la obtencion del
intervalo de confianza [2].

SDyy, (10)
Vn

LC = antilogM + t

Donde,

M= promedio

SDy,.= desviacion estandar total del laboratorio
n= numero de valoraciones

Para el célculo de la desviacion estandar total del laboratorio SDy,;, se realizé un
analisis de varianza de un solo factor (ANOVA), Tabla 3.4, y se determiné la
varianza en el dia y entre los dias de trabajo [23].

Tabla 3.4 Tabla ANOVA

Fuente de Suma de Grados de Media de los cuadrados

variacion cuadrados (SC) libertad (gl) (MC)
Entre grupos _ SCF
(factor efecto) SCF -1 MCF =173
Intragrupal i _ SCE
(error) SCE N -1 MCE = N_1
Total SCT N-1

Con las medias de los cuadrados obtenidas entre grupos e intragrupal, se calculé
la varianza de cada una, siguiendo las formulas 11y 12. Donde, V; corresponde
a la varianza entre los dias y V corresponde a la varianza en el dia. Para la
obtencion de n, se consideré6 la cantidad de réplicas realizadas,
correspondiendo a un esquema desbalanceado, para ello se sigui6 la formula 13
[29].

_ MCF — MCE (11)

Vg =
No

Vi = MCE (12)
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N~ (Z¥ 1 ni%) (13)
=y

n =
0 k—1
Donde, k = corresponde a los dias de trabajo

N = nimeros de medidas totales
ni? = cuadrado de cada nimero de medidas

Finalmente, se aplico raiz cuadrada a las varianzas para obtener la desviacion
estandar de cada una, SDy y SDi respectivamente, formulas 14 y 15. La
desviacion total de laboratorio se la obtuvo aplicando la férmula 16,
correspondiendo a la raiz cuadrada de las varianzas en el dia y entre los dias.

SDg =V (14)
SDg = /Vg (15)

SDWL = W,VR + VB (16)
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CAPITULO 4

4 RESULTADOS

A continuacién, se presentan los resultados obtenidos en la determinacién de
limites de confianza, para medicamentos genéricos y de marca que contienen
Gentamicina en su formulacién. Las formas farmacéuticas estudiadas fueron
solucién inyectable y cremas, empleando el método microbioldgico cilindro-placa.

4.1 Elaboracién de procedimiento especifico

Se elaboré el procedimiento especifico para la valoracion de Gentamicina, con
un alcance en formulaciones farmacéuticas de solucién inyectable y crema. Se
tomo en consideracion todas las condiciones con las que contaba el laboratorio.

Para la elaboracién del documento, se siguié el esquema del procedimiento
operativo correspondiente a la elaboracién de documentos, inherente al Sistema
de Gestion de Calidad del laboratorio. En la Figura 4.1 se muestra el esquema
del procedimiento especifico.

PRESENTACION DEL Equipos, materiales, '
PROCEDIMIENTO reactivos, medios de Materiales y Palfones de
ESPECIFICO cultivos.
* Caréatula
* Firmar de - : Descripcion del método,
responsabilidad Definiciones y medidas calculos y reporte de

de seguridad

* Control de cambios resultados
* Indice
ESTRUCTURA Objeto Precision y Exactitud
: - Aplicacion, alcance e Documentos y/o registros
VETTD O REEETIE intervalo de trabajo asociados

Figura 4.1 Esquema del procedimiento especifico para valoracién microbiol6gica de Gentamicina por el
método cilindro-placa
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4.2

El procedimiento especifico incluyé toda la metodologia para la valoracién de
Gentamicina, describiendo todas las modificaciones realizadas durante la
implementacion. Una de las modificaciones fue la cantidad de suspension del
microorganismo de desafio, 0.06 mL/100 mL de medio de cultivo, para obtener
halos de inhibicién bien definidos, a 37°C de temperatura de incubacion de 16 —
24 horas. La Farmacopea de los Estados Unidos indica una cantidad inicial del
in6culo de 0.03 mL/100mL; sin embargo, al emplear esta cantidad hubo poco
crecimiento de microorganismo [2].

Otra maodificacion estuvo relacionada a la extraccion de Gentamicina en crema,
y para ello se empleé cloroformo como solvente de extraccion, en lugar del éter
dietilico, por la poca disponibilidad de este ultimo [30]. Huerto y Vignolo para
valorar Gentamicina en crema, combinada con Betametasona y Clotrimazol de
un medicamento de marca, también emplearon cloroformo como solvente de
extraccion [3].

Con la elaboracién del procedimiento especifico se logré describir todo lo que
implica la valoracién microbiolégica por el método cilindro placa, para uno de los
dieseis (16) antibidtico, que se encuentran en la Farmacopea de los Estados
Unidos [2]. De este modo, por primera vez el laboratorio afadio a su lista de
procedimientos especificos, una propuesta metodoldgica clara y concisa,
permitiendo que el método sea aplicado de manera adecuada.

El procedimiento especifico se socializé y quedd asequible para que el personal
técnico pueda replicar su contenido, y comenzar la validacién respectiva [31].
Finalmente, en el Anexo 1 se muestra el procedimiento especifico, asi como
también la plantilla para el ingreso datos y el cuaderno de trabajo elaborado para
el reporte de resultados de cada valoracion por dia de trabajo.

Determinacion de las condiciones metroldgicas de calibracion

Para evidenciar la dispersion del conjunto de datos correspondiente a los halos
de inhibicidon medidos, con respecto a las concentraciones de los estandares, se
muestran las curvas de calibraciéon con intervalos de error por cada dia de
trabajo. Los diagramas de cajas fueron obtenidos, empleando el software
estadistico RStudio:
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Figura 4.1 Curvas de calibracién con intervalos de error para la determinacién de Gentamicina en solucién inyectable, genérica y

marca
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Figura 4.2 Curvas de calibracion con intervalos de error para la determinacién de Gentamicina en crema, genérica y marca
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En las Figura 4.1 y 4.2, se muestran la dispersion de los halos de inhibicién
medidos que fueron corregidos, como se indico en la formula 5 del capitulo 3,
con respecto a la concentracion de estandar. En primer lugar, se puede apreciar
claramente, la correlacion que existe entre la concentracion del estandar y la
medida de los halos de inhibicién. Seguidamente, se evidencian valores fuera de
limite superior e inferior, indicando que las condiciones de precisién no fueron
contraladas en su totalidad.

Posteriormente, se atendieron las condiciones metroldgicas, entendidas estas
como las métricas necesarias para estudiar las condiciones de precision. En este
sentido, se evaluaron las varianzas asociadas a los parametros de la calibracion.

Para la obtencion de los coeficientes del modelo de regresion lineal simple para
el estandar de Gentamicina, se realiz6 un andlisis de regresion en el Microsoft
Excel. En la Tabla 4.1, se observan los estadigrafos mas importantes que
describen y cuantifican la variabilidad de los datos de las calibraciones, como
son la desviacion estandar de la pendiente SD, , y la desviacién estandar total
de la regresion SD,. El intervalo de confianza para la desviacion estandar de la
pendiente IC(b) e intercepto IC(a) también fue determinado, con la finalidad de
evidenciar como es la dispersién de estos coeficientes.

La influencia de la concentracion del estandar de Gentamicina fue muy
significativa (p<0.01), en la medida de los halos de inhibicién [32]. Asi también,
los coeficientes de determinacion (%R?) para cada curva, fueron muy cercanos
al 95%, entre 81% a 92%, por lo que existe una de relacion directamente
proporcional entre la variable independiente y la variable dependiente [2]. Por lo
cual, el rango de 0.256 ug/mL a 0.624 ug/mL proporciona una curva estandar de
dosis respuesta adecuada, para estimar la potencia de Gentamicina.
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Tabla 4.1 Coeficientes del modelo de regresion lineal simple para el estandar de Gentamicina

Pendiente IC Intercepto IC

Fecha ®) by SD, @ @" SD, R? p
2022-07-07 7,204 0,683 0,339 19,533 0,287 0,312 0,913 <0.01
2022-07-13 4,996 0,744 0,369 18,352 0,312 0,340 0,810 <0.01
2022-07-20 9,233 0,831 0,412 19,614 0,348 0,379 0,921 <0.01
2022-07-30 9,122 0,964 0,478 19,622 0,404 0,440 0,894 <0.01
2022-08-02 9,233 0,830 0,412 19,614 0,348 0,379 0,921 <0.01
2022-08-04 11,677 1,112 0,551 20,512 0,466 0,508 0.912 <0.01
2022-08-17 12,801 1,399 0,694 18,561 0,587 0,639 0,888 <0.01
2022-08-23 9,917 0,894 0,444 19,049 0,376 0,408 0,921 <0.01

IC (b)" - Intervalo de confianza de la pendiente
IC (@) - Intervalo de confianza del intercepto

4.3 Valoracion de Gentamicina en Solucion Inyectable

En las Tablas 4.2 y 4.3 se muestran los resultados de la valoracion de
Gentamicina en solucién inyectable, bajo la clasificacién de venta genérica y de
marca, obteniendo un porcentaje de la cantidad declarada de Gentamicina, para
la mayoria de las réplicas dentro de la especificacién de la Farmacopea vigente,
90,0% - 125,0% [33]. El porcentaje promedio fue de 102,02% para la
clasificacion genérica, y 103,83% para la de marca, como se muestra en la Tabla
4.4,
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Tabla 4.2 Concentraciones halladas de Gentamicina en solucion inyectable
genérica (Concentraciéon de empleada 0.4 ug/mL)

0,39 0,35 0,44 0,38 0,40 0,41 0,38 0,44
Cy (pg/mL)
0,42 0,42 0,44 0,41 0,42 0,42 0,41

Porcentaje de

Gentamicinade  g9g13 87,23 109,42 9446 9813 102,90 9544 110,83
la concentracion

declarada 104,76 105,52 109,87 101,28 104,76 104,01 103,54

Tabla 4.3 Concentraciones halladas de Gentamicina en solucién inyectable
marca (Concentracion de empleada 0.4 pug/mL)

0,41 0,41 0,42 0,41 0,42 0,42 0,38 0,42
0,39 0,43 0,42 0,38 0,40 0,45 0,47

Cy (ng/mL)

Porcentaje de
Gentamicinade 101,85 103,44 104,45 103,21 105,17 105,75 93,95 105,81
la
concentracion

97,54 107,30 104,87 94,06 99,61 112,31 118,14
declarada

Tabla 4.4 Comparacion de concentracién promedio (n=15) de las valoraciones
de Gentamicina en solucion inyectable

Gentamicina en Solucion Inyectable

Propiedades

Genérica Marca
Concentracion promedio
0,41 0,41
C(gimb)
Porcentaje de Gfentammlna de 102,02 103,83
la concentracion declarada
SD 0,028 0,022

El Anexo 2 contiene los resultados para las valoraciones de Gentamicina en
solucién inyectable genérica, y el Anexo 3 para la de marca. Las valoraciones
se realizaron en diferentes dias, con un total de 15 réplicas para cada

subcategoria, de acuerdo a su comercializacion. Se prepar6 una curva estandar
para cada dia de trabajo.

4.4 Valoraciéon de Gentamicina en crema

En las Tablas 4.5 y 4.6 se muestran los resultados de la valoracion de
Gentamicina en crema, bajo la clasificacion de venta genérica y de marca,
obteniendo un porcentaje de la cantidad declarada de Gentamicina, para la
mayoria de las réplicas dentro de la especificacion de la Farmacopea vigente,
90,0% - 135,0% [30]. El porcentaje promedio fue de 101,85% para la

clasificacion genérica, y 102,30% para la de marca, como se muestra en la Tabla
4.7.
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Tabla 4.5 Concentraciones halladas de Gentamicina en crema genérica
(Concentracién de empleada 0.4 ug/mL)

0,41 0,43 0,41 0,43 0,43 0,44 0,45 0,46
0,44 0,42 0,41 0,43 0,45 0,41 0,40

Cy (ng/mL)

Porcentaje de
Gentamicina 102,53 107,44 103,39 98,77 103,76 102,09 106,42 106,28

de la
concentracion 107,01 96,15 94,91 103,15 105,18 94,57 96,17
declarada
Tabla 4.6 Concentraciones halladas de Gentamicina en crema
marca (Concentracion de empleada 0.4 ug/mL)
0,44 0,41 0,41 0,41 0,41 0,39 0,42 0,43
Cy (ug/mL)
0,44 0,44 0,39 0,43 0,39 0,45 0,38

Porcentajede 10972 100,07 100,86 101,17 101,19 97,09 104,37 104,63
Gentamicina

dela
concentracién 106,28 107,13 97,67 107,28 91,08 111,62 94,34

declarada

Tabla 4.7 Resumen de propiedades de la variabilidad de las valoraciones de
Gentamicina en crema

) Gentamicina en Crema
Propiedades

Genérica Marca
Concentracién promedio 043 0,42
(Hg/mL)
Porcentaje de Qf}ntamlcma de 101,85 102,30
la concentracién declarada
SD 0,012 0,021

Con los resultados correspondiente a la concentracion de Gentamicina,
empleando el método microbiolégico cilindro placa, en solucién inyectable y
crema, presente en medicamentos genéricos y de marca, obtienen una
concentracion similar de 0.4 ug/mL, a pesar de diferir en el proceso de extraccion
y formulacion. La concentracion del antibiético hallada, coincide con el estudio
realizado Huerto y Vignolo para valorar Gentamicina en crema, combinada con
Betametasona y Clotrimazol de un medicamento de marca [3].Por otro lado,
Fernandez et al., empled una concentracion media del antibiético de 1 U/mL [6].

La potencia del antibiético fue demostrada sin influir su forma farmacéutica,
formulacion y tipo de comercializacién. De esta manera, los niveles de calidad,
seguridad y eficacia son mantenidos tanto en medicamentos genéricos como de
marca [11].

En el Anexo 4 se muestran los resultados para las valoraciones de Gentamicina
en crema genérica, y el Anexo 5 para la marca. Las valoraciones se realizaron
en diferentes dias, con un total de 15 réplicas para cada subcategoria, de
acuerdo a su comercializacién. Se prepar6 una curva estandar para cada dia de
trabajo.
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4.5 Determinacion de limites de confianza

Una vez calculada la concentracion de Gentamicina en cada réplica de solucion
inyectable y crema, se procedié a realizar la prueba de Grubbs para verificar los
valores atipicos. En la Tabla 4.8 y 4.9 se muestran los valores retirados para cada
conjunto de datos.

Tabla 4.8 Valores atipicos de Gentamicina en solucion inyectable

Gentamicina en solucién inyectable

039 035 044 038 040 041 0,38 044
042 042 044 041 042 042 041

041 041 042 041 042 042 0,38 042
039 043 042 038 040 045 047

Los valores indicados con (*) son atipicos

Genérica

Cy (pg/mL)

Marca

Tabla 4.9 Valores atipicos de Gentamicina en crema

Gentamicina en crema

] 0,41 043 041 043 043 044 045 0,46*
Genérica
0,44 042 041 043 045 041 0,40

Cy (ng/mL)
‘ 044 041 041 041 041 039 042 043

044 044 039 043 0,39 045 0,38
Los valores indicados con (*) son atipicos

Marca

Posteriormente, se determiné los limites de confianza, y para ello se realizé un
analisis de varianza de un solo factor, para conocer la variabilidad en el dia y entre
los dias de trabajo, (p >0,05). Valoraciones independientes realizadas en varios
dias da una estimacion mas confiable de la potencia del antibiético [2].

Seguidamente, se realiz6 el calculo de la desviacion estandar total del laboratorio,
como se detall6 en la metodologia. La desviacion estandar SD, influye en la amplitud
del intervalo del confianza. Si SD estima adecuadamente la media muestral, se
espera un intervalo de confianza méas estrecho [23]. Por tal razén, la desviacion
estandar total del laboratorio fue determinada para caracterizar la dispersion de
cada valoracion.

Los limites de confianza fueron determinado, empleado la desviacién estandar total
del laboratorio (SDy,.). En la Tabla 4.10 se presentan el resultado del intervalo y
limites de confianza para Gentamicina en solucion inyectable, y Tabla 4.11 para
Gentamicina en crema, obteniéndose limites de confianza similares para ambas
formas farmacéuticas, al ser comparadas con la presentacién comercial.
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Tabla 4.10 Limites de confianza de
Gentamicina- Solucién Inyectable?

Gentamicina- Solucién Inyectable

Datos Genérica | Marca
Media (%) 0,413 | 0411
SDy1 0,021 | 0,020
IC 0,012 | 0,011
LC(minimo) 0,400 | 0,400
LC (maximo) 0,425 | 0,423

an, 14; grados de libertad, 13; 1 — «,0,95, t, 2,160

Tabla 4.11 Limites de confianza de
Gentamicina — Crema?

Gentamicina- Crema

Datos Genérica | Marca
Media (%) 0,426 | 0,414
SDy., 0,016 | 0,020
IC 0,009 0,011
LC(minimo) 0,416 0,403
LC (maximo) 0,435 0,426

an, 14; grados de libertad, 13; 1 — «,0,95, ¢, 2,160

Con la prueba de homogeneidad de varianza de Levene, se acepto la similitud de
las varianzas de las dos presentaciones de Gentamicina genérica y marca, para
cada forma farmacéutica (p >0.05). Y, la similitud de los limites de confianza fue
comprobada empleado una prueba tswgent para dos muestras suponiendo varianzas
iguales, no obteniendo diferencias significacion (p >0.05). En la Figura 4.3y 4.4 se
puede visualizar que las medias de los dos grupos de muestras son similares.
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Comparacion de limites de confianza para Gentamicina en solucion inyectable

Concentracién en ug/mL

Genérico-0, Marca=1

Figura 4.3 Comparacion de medias para los LC de Gentamicina en solucion inyectable

Comparacion de limites de confianza para Gentamicina en crema

042 043 044 045

Concentracién en ug/mL

038 039 040 041

Genérico-0, Marca=1

Figura 4.4 Comparacion de medias para los LC de Gentamicina en crema
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CAPITULO 5

5 CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

Con la elaboracion de un procedimiento especifico para la valoracion de
Gentamicina en solucion inyectable y crema, se propuso realizar estudios de
dispersion para la determinacion de limites de confianza. El procedimiento fue
realizado siguiendo los lineamientos del laboratorio, en referente a la elaboracién
de documentos internos. Se detall6 todas las modificaciones adaptativas realizadas
al método de referencia. El documento fue difundido a todo el personal técnico del
laboratorio.

Las condiciones metrolégicas de calibracién fueron caracterizadas en cada curva
de calibracion, al determinar toda la variabilidad a la que esta asociado el modelo
de regresion lineal simple. Se obtuvieron diferencias significativas (p<0,01),
indicando que la concentracion del estandar tiene una gran influencia en el tamafio
de los halos de inhibicion. 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 concentracién media de referencia de 0.4 ug/mL.

Los limites de confianza fueron determinados exitosamente, desarrollando un
estudio de precision con una herramienta estadistica importante, como fue el
andlisis de varianza (ANOVA). La desviacion estandar total de laboratorio (SDy,,),
proporciond una variabilidad mas representativa de cada valoracion realizada en el
dia, y entre los dias de trabajo. Finalmente, con las pruebas estadisticas como
Grubbs, Levene, Y tswudent, S€ lograron descartar como primer punto valores atipicos,
y seguidamente se determinaron los limites de confianza, cuyos intervalos fueron
estrechos y similares (p>0,05), para Gentamicina en solucioén inyectable y crema,
en cada modalidad de venta, estimando de manera confiable la potencia del
antibiético.
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5.2 Recomendaciones

Con la informacion obtenida en el presente trabajo de titulacion, se recomienda
validar el método de Valoracion de Gentamicina empleando la técnica cilindro-
placa. El personal técnico que participe en la validacion debe ser competente y estar
debidamente capacitado.

Existen antibiéticos para los cuales la valoracion por microbiologia es el método
analitico estandar, por lo que la elaboracién de procedimientos especificos ayudara
en el adecuado desarrollo del método dando resultados confiables. Adicional, el
realizar un estudio previo, para conocer los antibiéticos que se comercializan en el
pais, es importante para obtener una muestra representativa y asequible de los
mismos.

Debido a la variabilidad que existen en las valoraciones microbiologicas se
recomienda realizar minimo tres y un maximo de cinco valoraciones diarias, por
muestra. Los limites de confianza determinados, ayudaran a decidir si el resultado
de la valoracién estima adecuadamente la potencia supuesta del antibiético.
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7 Anexos

Anexo 1. Procedimiento especifico para la valoracion microbioldgica de
Gentamicina por el Método cilindro placa
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1. OBJETO
Determinar la potencia de Gentamicina en solucion inyectable y crema, por el método
microbiclogico cilindro placa.

2. APLICACION, ALCANCE E INTERVALO DE TRABAJO.
Este procedimiento aplica a todos los medicamentos genéricos y de marcas que
contengan Gentamicina como principio activo.
Intervalo de trabajo 0.256 ug/mL ~ 0.625 ug/mL.

3. METODO DE REFERENCIA
Farmacopea Americana USP 43 NF 38 <81> Antibioticos - Valoraciones
Microbiologicas

4. DEFINICIONES
Antibiético: Sustancia capaz de destruir un microorganismo o de inhibir su desarrolio y
reproduccion.

ATCC (American Type Culture Collection): Coleccion de cepas certificadas,

Difusion: Propagacion del antibictico a través del medio de cultivo solido contenido en
una caja de Petri,

Halo de Inhibicién: Area circular alrededor del cilindro en el cual se observa ausencia
de crecimiento microbiano, por causa de la presencia del antibidtico.

Medio de cultivo: Compuesto nutritivo en estado liquido, solido o semisolido que
promueve el crecimiento microbiano.

Propiedad antimicrobiana: Capacidad de un antibidtico de inhibir el desarrollo de un
microorganismo susceptible, lo cual se evidencia mediante un halo de inhibicion o
ausencia de turbidez en un medio liquido.

Solucién madre: Dilucién inicial de un antibidtico a partir de la cual se obtienen las
diluciones para el ensayo de valoracion antibiotica.

Turbidez: Grado de desarrollo microbiano que oscurece la transparencia normal de un
medio liquido.

Fundir: Convertir una sustancia sélida en liquida por la accion del calor.

Patrén de referencdia: Un patron posee la mas alta calidad metrologica disponible en
un lugar o en una organizacion determinada, del cual se derivan las mediciones
realizadas en dicho lugar.

Material de referencia (MR): Material o sustancia en la cual uno o mas valores de sus
propiedades son suficientemente homogéneos y estan bien definidos para permitir
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utilizarlos para la calibracion de un Instrumento, la evaluacién de un método de
medicion, o la asignacion de valores a los materiales.

Material de referenda certificado (MRC): Material de referencia acompafiado de un
procedimiento que establece su trazabilidad con una realizacidon exacta de la unidad en
la que se expresan los valores de la propiedad y para la cual cada valor certificado se
acompaifia de una incertidumbre con la indicacion de un nivel de confianza.

MEDIDAS DE SEGURIDAD

El ensayo debe realizarse en un drea limpia.

Todo material debe ser previamente esterilizado,

Controlar la temperatura durante la siembra del microorganismo y preparacion del
inaculo.

Verificar la temperatura de incubacién requerida.

El material utilizado debe ser retirado del area para su inactivacion, descontaminacion,
lavado y esterilizado.

EQUIPOS
__Nombre del Equipo Marca Especificacion Cédigo Interno

Espectrofotémetro Genesys 20 580 nm /T =25%

Baho de Maria Precision Scientific 45°C

Vortex Glas-Col Touch N/A

Incubadora Kayagaki 32-35°C

Incubadora Fanen 37°Cx1

Regla Vernier Hardened #0.1 mm

Balanza Analitica SARTORIUS Max 220 g d=0,1 mg

Balanza Analitica Mettier Toledo Max 220 g d=0,0001

mg

Plato de calentamiento Thermolyne Max 500°C

Micropipetas COMECTA 10-100 ul

Micropipetas BOECO 1000 pl

Micropipetas CAPE COD 50 p! -100 pl -200 pl

Bacti-Cinerator MC Cormick N/A =
MATERIALES

Matraces volumétricos de 10 mL, 25 mL, 50 mL, 100 mL

Ampolla de decantacion

Vasos de precipitacién de 150 mL, 200 mL

Cajas petri de 20 x 100 mm

Tubos de ensayo

Cilindro de acero inoxidable de 8 +0.1 mm didmetro externo; 6 + 0,1 mm de diametro
interno; de 10 £0,1mm de altura.

Pinzas de acero inoxidable

Pagina 6de 13
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10.

11.

12,

Gradillas para tubos

Lapiz graso

Mascarilla, guantes, mandil, gorro
Pipetas volumétricas

Peras de extraccion

REACTIVOS

e Fosfato dibasico de potasio

e Fosfato monobasico de potasio
e Cloroformo

e Cloruro de sodio

MEDIOS DE CULTIVOS

e (aldo cerebro corazén

¢ Agar medio antibiotico 11
e Agar medio antibidtico 1

MATERIALES DE REFERENCIA
Estandar USP Gentamicina sulfato
Cepa de referencia Staphylococcus epidermidis ATCC 12228

PATRONES DE REFERENCIA

Termoémetro de referencia VWE&R -20 a 110°C
Termometro de referencia Amarell -10 a 150°C
Pesas 0,5000 g - 5,000 g - 10,0000g

DESCRIPCION DEL METODO

12.1 Operaciones previas

@® \Verificar el material de vidrio
@® lavary esterilizar todo el material de vidrio
® Pinzasy cilindros de acero inoxidable esterilizados.

@ Preparacion de medios de cultivos y soluciones de trabajo.

@ Activar la cepa de referencia de acuerdo al certificado otorgado por el proveedor.
12.2 Preparacion de la Solucion amortiguadora B.3 (0.1 M, pH 8,0).

La solucion amortiguadora se la prepara a partir de 16,73

g/L de fosfato dibasico de

potasio, y 0,523 g/L de fosfato monobasico de potasio. El pH después de |a

esterilizacion debe ser 8,0 20,1,
Ajustar el pH de la solucion amortiguadora si fuera necesa
N o hidréoxido de potasio 10 N.

12.3 Preparacion de la soluciéon madre

La solucién madre debe tener una concentracion final de

rio, con acido fosfoérico 18

1 mg de Gentamicina/mL.

Pesar una cantidad suficiente del estandar de Sulfato de Gentamicina, y disolver en

solucion amortiguadora de fosfato de potasio. Almacenar
mas de 30 dias.

Pagina 7 de 13
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A partir de la solucion stock, preparar cinco diluciones de prueba para la curva
estandar dosis respuesta, con un aumento de concentracion entre diluciones
sucesivas de 1: 1,25. Para realizar el cdlculo de las diluciones, se toma la
concentracion media (S:) que para Gentamicina es 0.1 ug/mL. En la Tabla 1 se detalla
la concentracion final de las diluciones de prueba calculadas con un factor de dilucién
de cuatro.

Tabia 1. Concentracidn de la curva estandar- dosis respuesta

Concentracién Concentracion final
Estandar (ug/mi) Factor {pg/mt)
S 0.064 a 0.256
S2 0.08 4 0.32
Sy 0.1 4 0.4
Sq 0.125 4 0.5
S5 0.156 4 0.624

12.4 Preparadon de las soluciones de la muestra
Solucién Inyectable
Asignar a la muestra una potencia supuesta por unidad de peso o volumen U,. Diluir
con la solucién amortiguadora hasta obtener una concentracion nominal igual a la
mediana de la concentracion del estandar S;. Para Gentamicina el S; es 0.4 ug/mL.

Crema

Se pesa (10,0001 mg) la muestra que contenga cerca de 1 mg de Gentamicina.
Agregar la cantidad pesada en una ampolia de decantacién con 50 mL de cloroformo
y agitar para disolver compuestos miscibles en el solvente. Seguidamente, afiadir 100
mL de solucion amortiguadora de fosfato de potasio, medidos en un matraz
volumeétrico,

Agitar suavemente por unos segundos, abrir la llave de la ampolla para eliminar la
presion. Agitar con mas intensidad y continuar hasta que ya no se genere la presion
interna.

Dejar reposar para la separacion de las dos frases,

Con el extracto acuso, tomar una alicuota de 10 mL y diluir con la solucion
amortiguadora hasta obtener una concentracién nominal igual a la mediana de la
concentracion del estidndar S;. Para Gentamicina el S: es 0.4 ug/mL.

12.5 Preparacion del microorganismo de prueba
e Tomar un criovial del microorganismo de prueba Staphylococcus epidermidis ATCC
12228 y verterlo en 9 mL de caldo cerebro corazén. Incubar de 32°C-35°C de 18 a
24 horas.
® Transcurrido el tiempo de incubacidn, realizar el pase del microorganismo en 1 o
mas tubos inclinados que contenga agar antibidtico 1 e incubar por 24 horas de
32°C-35°C.
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® Transcurrido la incubacidn recolectar el crecimiento con 3 mL solucion salina al
0.9% estéril,
® Esparcir la suspension salina sobre la superficie de una o mas placas de agar con
medio antibidtico 1 cubriendo toda la superficie.
® Incubar la/s placa/s de 32°C-35°C por 24 horas.
® Transcurrido la incubacién recolectar el crecimiento con 50 mL solucion salina al
0.9% estéril. Esta es la suspension de coleccién.
® Diluir una cantidad apropiada de la suspension de coleccién con solucion salina
0.9% estéril.
® Leer en el espectrofotémetro a 580 nm para obtener una transmitancia de 25%.
12.6 Preparadén de caja Petri
Se utilizaran tres cajas Petri por nivel de concentracién para la construccion de la
curva de regresion dosis respuesta, y tres cajas por cada réplica de muestra.

Capa Base

El agar medio antibidtico 11 debe estar previamente fundido y enfriado a 45°C.
Verter 21 mL en agar medio antibiético 11 en la base de Ia caja de Petri, luego dejar
solidificar con la tapa entreabierta para evitar la formacion de gotas de agua.

Capa inoculada

Inocular 100 mL de agar antibiotico 11 con 0,06 mL del inéculo preparado. El agar
antibiotico 11 debe estar a una temperatura de 45°C. (Agar para capa inoculada).

La capa inoculada tendrd 4 mL de agar antibitico 11 fundido y enfriado a 45°C,
Inclinar la placa hacia atras y hacia adelante para esparcir el inéculo uniformemente
sobre la superficie de la capa base y dejar que se endurezca.

Cilindros
Dejar caer seis cilindros de acero inoxidable sobre la superficie inoculada utilizando
una guia mecanica para asegurar el espaciado uniforme, Ver Figura 1.

Flgura 1. Guia mecanica para el espaciado uniforme de muestra y de estandar
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Para la curva de regresion dosis respuesta, verter 100 ul de la dilucién
correspondiente a la mediana de la dilucién de prueba S; del estandar en tres
cilindros de tres placas de Petri. Y en cada uno de los nueve cilindros
remanentes, verter 100 u/ una de las otras cuatro diluciones de prueba del
estandar. Repetir el proceso cada dilucion de prueba del estandar. Ver Anexo 1.
Pasicion de las concentraciones del estdndar y muestra.

Para la muestra, verter 100 ul de la dilucién correspondiente a la mediana de la
dilucién de prueba S; del estdndar en tres cilindros de tres placas Petri, y los
nueve cilindros remanentes con la dilucion de prueba de la muestra Us Ver
Anexo 1. Posicion de las concentraciones del estdndar y muestra.

Una vez llenos los cilindros dejar en reposo las cajas Petri tapadas por 15
minutos.

Incubar todas las cajas a 37°C de 18 a 24 horas.

Luego del periodo de incubacién, medir los halos de inhibicién y proceder a la
recoleccion de datos.

13. CALCULO
Emplear la Hoja de Cilculo para el ingreso de datos y determinacion de la potencia e
intervalo de confianza de cada muestra, la misma que es parte del Reg. C 5.8.M1A
CUADERNO DE RESULTADOS PARA VALORACIONES MICROBIOLOGICAS DE
ANTIBIOTICOS POR EL METODO CILINDRO. Ver Anexo 2.

13.1 Determinacion de la potencia

3:

Promediar los nueve valores de referencia S; y promediar los nueve valores para
cada una de las concentraciones del estandar (Ss, Sz, Se, Ss).
Para cada conjunto de tres placas, determinar la desviacion estandar de los nueve
valores de referencia y de la desviacién estidndar de los nueve valores estandar.
Para cada desviacion estindar, determinar la desviaciéon estdndar relativa, El
limite sugerido es no mds de 5%,
Realizar la correccion de variacion entre placas, empleando la formula 1.

f. =%~ (Zp-P) (1)

Donde .= medida corregida del estandar

X.= media original del estandar

Xp=media de la referencia en el conjunto de tres placas Petri por estandar
P=promedio de las 36 lecturas de las medias de referencia en cada conjunto de
tres placas Petri por estandar

De la misma forma que las concentraciones del estandar, realizar |a correccion de
la placas de la muestra tomado la media X,,5 por réplica, mediante la Formula 1.
Determinar la linealidad de la curva estdndar, graficando las mediciones
corregidas de la zona en funcién del logaritmo de los valores de concentracion
estandar, Emplear logaritmo natural o base 10.

Calcular la ecuacion de la curva estdndar, realizando una regresién lineal no
ponderada estandar. La regresion es aceptable solo si la %R? es no menos de 95%.,
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z = b(logc) + a (2)

z= medicion de zona corregida
¢ = concentracion

b= pendiente

a= intercpeto

7. Usar la medicién de zona promedio corregida en |a ecuacién de la linea de la
curva estandar para determinar el logaritmo de la concentracion de la muestra,
log ¢ mediante la formula 2, despejando la variable de interés:

logc=(z—a)/b

8. Sacar el antilogaritmo para obtener concentracion de la muestra C,,,mediante la
Formula 3;

Cy = antilogaritmo ¢ (3)

9. Expresar en porcentaje de concentracion, siguiendo la Férmula 4:

% = - x 100 (4)
X

13.2 Determinacion de los Limites de Confianza

Para la determinacion de los limites de confianza, realizar tres o mas valoraciones
independientes de Gentamicina en solucién Inyectable y crema, por muestra.

Emplear escala logaritmica, de acuerdo a la Formula 5, para la obtencion del
intervalo de confianza:

5D £
LC = antilog(M + t —)

vn

Donde,
M= promedio
SD= desviacion estandar
n=numero de valoraclones
t(0,05,N — 1) = el punto del 5% de dos colas de una distribucion t de Student
con N — 1 grados de libertad
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Para el calculo de la desviacion estandar total del laboratorio SDy,,, se debe realizar un andlisis
de varianza de un solo factor (ANOVA). Tabla 2, y se determina la varianza en el dia y entre los
dias de trabajo.

Tabla 2 Tabla ANOVA

Fuente de Suma de Grados de Media de los cuadrados

variacién cuadrados (SC} libertad (gl) (M)
povgwee: T e T —
(factor efecto) SCF /-1 MCF = 723
Intragrupal o SCE
{errar) SCE N-1 MCE = +—
Total SCT N-1

Con las medias de los cuadrados obtenidas entre grupos e intragrupal, se calcula la varianza de
cada una, siguiendo las formulas 6 y 7. Donde, Vg corresponde a la varianza entre los dias y Vj;
corresponde a la varianza en el dia. Para la obtencion de n, se debe considerar la cantidad de
réplicas realizadas, correspondiendo a un esquema desbalanceado, para ello se sigue la
férmula 8. El caso se realicen el mismo numero de réplica en el dias y entre los dias, Ny
correspondera a ese nimero ,

MCF -~ MCE (6)
VB R\ S ——————
Mg
Vg = MCE 7@
N - (E* , ni?) (8)
«:-~
. A

Donde, k = corresponde a los dias de trabajo
N = nimeros de medidas totales
ni? = cuadrado de cada ndmero de medidas

Finalmente, se saca la raiz cuadrada a las varianzas para obtener la desviacion estindar de
cada una, SDg y SDy respectivamente, formulas 9 y 10. La desviacion total de laboratorio se la
obtiene aplicando la formula 11, correspondiendo a la rafz cuadrada de las varianzas en el dia Y
entre los dias.
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SDg = \JVy (9)

SDp = Vg (10)

SDwi = Vo + Vg (11)

14. REPORTE DE RESULTADOS

14.1 Toma de datos
Las mediciones de los halos de inhibicién se los registraran en el Reg. C 5.8.M1A
CUADERNO DE RESULTADOS PARA VALORACIONES MICROBIOLOGICAS DE
ANTIBIOTICOS POR EL METODO CILINDRO PLACA.

14.2 Criterios de aceptacién y rechazo
El producto cumple si la potencia declarada se encuentra no menos de 90,0% y no
mas de 125% para solucidn inyectable,
El producto cumple si la potencia declarada se encuentra no menos de 90,0% y no
mas de 135% para cremas.

15. PRECISION Y EXACTITUD
La precision se la realizara de acuerdo al PROG. XXXX PROGRAMA DE CONTROL
INTERNO DE LA CALIDAD DE LOS RESULTADOS DE LOS ANALSIS,
La exactitud se realizara cada dia de valoracién.

16. REGISTROS
DOCUMENTOS Y/O REGISTROS ASOCIADOS
PROG. xxx00 PROGRAMA DE CONTROL INTERNO DE LA CALIDAD DE LOS RESULTADOS
DE LOS ANALSIS
Reg. 1o xxxxx Registro de verificacion de equipos termorreguladores
INS xxxxx Instructivo para la preparacion y control de calidad de medios de cultivos
INS xxxxxx MOPG Instructivo de manejo de cepas (MATERIALES DE REFERENCIA).
Reg. xoxx INFORME DE RESULTADOS.

Pagina 13 de 13
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Anexo 1. Cuaderno de resultados valoraciones microbioldgicas de antibidticos por el
meétodo cilindro placa

CcODIGO Reg xxx
LOGO
VERSION 001
CUADERNO DE RESULTADOS VALORACIONES MICROBIOLOGICAS DE ANTIBIOTICOS POR EL METODG |FECHA BE 2022-08-31
CILINDRO PLACA Paginas 2
Cédigo de la muestra: F. de recepcién:
Nombre del Producto: Tipo de Muestra:
Forma farmacéutica: Reg. San.:
Laboratorio fabricante:
Lote: F. Elab. F. Exp.:
——— e i
Envase externo:
Envase interno:
F. de Analisis: F. de término de Anlisis:
Analista:
—_—
METODO DE REFERENCIA: USP 43 NF 37 <81>
Técnica: Cllindro-Placa
1. EQUIPOS UTILIZADOS
Parémetro de control a ser evaluad por anali Los ipos deben contar con sus respectivos certificados o informes, segun corresponda y
cumplir con las tolerancias requeridas
Equipos Cédigo Si NO Observacion

Incubadora IN-031
Vortex VR-062
Bacticinerator BI-002
Bafio Marfa BM-006

" MPA-034/
Mi ipet:

b MPA-033
Balanza Analitica BA-090
Bafio ultrasénico BU-009
Medidor de halo/Regla N
Vernier
Espectrofotémetro EF-022
Centrifuga CE-018
Plato de calentamiento PC-047
2. MATERIALES UTILIZADOS
Parametro de control a ser evaluado por analista: Todo material debe estar estéril.
Tubos de ensayo estériles Puntas 10 - 100 - 1000 pl
Asa de digralsky Peras de extraccién/Auxiliar de pipeta
|Mechero de alcohol Gradillas
|Frascos de Roux Marcadores 6 lapiz graso
|Cajas petri __ EPP's
Matraces volumétricos estériles Recipiente para descarte
Pipetas volumétricas Pinza estéril
Cilindros de acero inoxidable Beaker o matraz elermeyer

3. MEDIOS, REACTIVOS, CEPAS Y DILUYENTES
Parédmetro de control a ser evaluado por analista: Todos los medios de cultivo Yy cepas deben contar con sus respectivos certificados de anélisis.

Medio do PH del

Cultivo: Capa base: Capa Inoculada: Medio:

Microorgani
smo do pH del
desafio: ATCC: Medio de cuttivo Modio:

Esténdar: Potencia:

Codigo: Lote: F.oxp:

Immv;ma ]
inicial: Diluyente Final:

T de Tiempo de incubacién: T de bafio maria: 45°C
incubacién:
—_—

4. C y cél de estd

(Concentracion
gl

Sy 0,256
S2 0,320
Sy 0,4

S, 0,50
I Sg 0,63
‘Concentracién de
Solucién madre

Estindar
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5. Dilucién de fa muestra

6. dos de Estandar- Halos de Inhik

Placa 51(0,256ug/ml) | 53 (0,4ug/ml) $2(0,32ug/mt)

$3{0,4ug/m1)

$4(0,5 ug/mt)

53 (0Aug/ml)

55 (0,625 ug/mt}

s3

{0Aug/m1)

7. Resultados de Muestra (Réplicas)-Halos de inhibicién

Placa m1(U3) 3 (0Aug/ml) M2 (u3)

$3 (0,4ug/m1)

M3 (U3}

53 (0,4ug/ml)

M4 (u3)

3
ml)

M5 (U3)

3 (0Aug/ml)

8. Potencia del antibiético

9. Limites de confianza

10. Conclusién

STV —

Analista

Validado
por:

Fecha:

Nocumpe [ ]

Técnico R
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LOGO e |

001
Hoja de Cilculo para de por el Método Cilindro Placa 2022-08-31
Paginas 1
Modalidad de
Cédigo de muestra: Forma Farmacéutica: venta:
Fecha de valoracién: Fecha de resultades:
1. Halos de
Placa 51(0,256ug/ml 53 (0.4ug/mL 52(0,32ug/mL) 53 (0,4ug/mL) 54(0,5 ug/mt) 53 (0,4ug/mL) 55(0,625 ug/mi) S3 (0,4ug/mL) M1 (U3) 53 (0,4ug/mL) M2 (U3) | 53 (0,aug/ml) | M3 (U3) S3 (0.4ug/mL)
1
2
3
2 g 5
2 i
3
1 s i
2 i z :
3 1 : H
[
_#iDiv/0! #iDIV/0!
#iDIV/O! #iDIV/O! #iDIv/o! #iDIV/O1 #iDIv/O! #{DIV/O!
os #iDIV/0! I #iDIV/O! | #iDIV/0! #iDIV/O! i #iDIV/O! #iDIV/O! #iDIV/0! 1 #iDIV/O! #iDIV/O1 | #iDIV/O1 | #iowv/or #iDiv/0! | #DIV/OI | #DIV/O1
%RDS #iDIV/O! T #iDIV/O! I #iDIV/O! #iDIV/O! | #iDIV/O! #1D1v/0! | #iDIV/O! 1 #iDIV/O! #iDiv/ol | #iDIV/Ol | miDIv/o! #iDIV/O! | #DIV/Ol | #;DIV/O!
Criterio: %RDS < 10%
2. Curva de %RE 2 95%
P Concentracién ug/mL Log10c M -~
s1 0,256 -0,59 #iDIV/O1
s2 0,320 -0,49 #iDIv/o!
s3 04 -0,40 #iDIv/O!
s4 0,50 -0,30 #iDIV/O! e Titulo del grafico
sS 0,63 -0,20 #iDiv/o! R - aNJA 1,000
us #iDIV/O! #iDIV/O} #iDIV/O! #iDIV/0! | #iDIV/0!
intercepto (a) e ", s
Pendiente (b] kit -
L3 #iDIv/0! #iDIv/o! #iDIv/o! #iDIv/0! #iDIv/o! ‘_"
CUS3 (antilogaritmo) s T 1 e . 2 2990
i i g i : = i 0,200
Cantidad de muestra il o | i i hid ¢ - - - - 0,000
enmgo Hinianss ni .70 .60 0.50 0.40 0,20 0,10
Volumen mt. Titule del efe
Volumen mL i Volumen de dilucién que se llevo la muestra,
Volumen mi | v la alicuota tomada.
Alicuota mL
Ci teorica o o 0 o o
[56 Potencia real [ #iDIV/O! I #iDIV/O! [ #iDIV/O! I #1DIV/O1 1 #iDIV/O!
3. inacién de Limites de Confianz
[Premadie #iDIv/o!
s #iDIvV/O!
[n 3
|Grados de Ubertad 2
1aira 0,05
¢ abia ©0,070799233
[intervato de confianza #iDIV/O!
4. Reporte de resultado
log10C < Potencia en %
Declara la #iDIV/0Y #iDIV/O! #iDIV/0!
Limite Superior #iDIv/O! i #iDIv/o!
Limite Inferior #iDIV/0! #IDIV/0!




Anexo 1. Hoja de Calculo para Valoraciones Microbioldgicas de Antibioticos por el Método Cilindro Placa
Anexo 2. Resultados de Valoraciéon Gentamicina en Solucién Inyectable - Genérica

Forma Farmacéutica:

Modalidad de venta:
FECHA DE VALORACION:
FECHA DE RESULTADOS

Solucion Inyectable

Genérica
6/7/2022
71712022

VALORACION DE GENTAMICINA - TECNICA CILINDRO-PLACA

Material de Referencia

Concentracién

Lote:

Sulfato de
Gentamicina USP

671 ug/mg
R084Q0

Placa

S; (0,256ug/ml)

S, (0,32ug/mL)

S4 (0,5 ug/mL)

Ss (0,625 ug/mL)

1 15,27 16,14 16,3 16,74 17,75 16,9 18,06 16,58
2 15,8 16,61 16,3 16,74 17,67 16,9 18,41 16,43
3 15,8 16,68 15,7 16,29 17,15 16,59 18,41 16,43
1 15,1 16,43 16,31 16,64 17,03 16,72 18,36 15,47
2 15,1 16,82 15,65 16,74 17,8 16,72 18,59 15,61
3 15,69 16,12 15,9 16,19 17,63 16,05 18,07 15,61
Suma 139,75 148,09 143,62 148,75 157,99 149,01 166,23 145,43
Promedio 15,53 16,45 15,96 16,53 17,55 16,56 18,47 16,16
Gran promedio Sg 16,42
Correccién 0,03 0,10 0,13 0,27
Promedio de St X corregido 15,50 15,85 17,42 18,20
DS 0,322 0,230 0,269 0,294 0,319 0,286 0,300 0,480
%RDS 2,1 1,4 1,7 1,8 1,8 1,7 1,6 3,0
. Concentracion Mediciones de la
Intercepto (a) 19533 Estandar ug/mL zona corregida
Pendiente (b) 7,204 s, 0,256 15,50
R? 0,973
S 0,320 15,85
SH 0.4 16,42
S, 0,50 17,42
Ss 0,63 18,20
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Placa

M1 (Us)

S;3 (0,4ug/mL)

M2 (Us)

S;3 (0,4ug/mL)

M3 (Us)

S;3 (0,4ug/mL)

M4 (Us)

S;3 (0,4ug/mL)

M5 (Us)

S;3 (0,4ug/mL)

1 16,5 16,09 | 16,04 16,23 | 15,18 1473 | 1594 16,12 | 16,63 16,26
2 15,55 16,1 | 16,42 1591 | 15,67 1473 | 15,93 16,51 | 16,01 16,26
B 16,29 16,01 | 16,22 1617 | 154 1473 | 16,63 16,19 | 17,46 16,56
1 16,36 16,02 | 157 1597 | 1531 1544 | 1555 154 | 16,76 16,54
2 16,05 1652 | 157 1596 | 15,62 14,74 | 16,05 154 | 16,81 16,53
3 16,05 153 | 16,22 1598 | 16,22 14,86 | 1532 1546 | 16,47 16,74

Suma 146,13 144,47 | 142,49 144,16 | 140,25 135,54 | 14373 16,3 | 150,77 16,44

Promedio 16,24 16,05 | 15,83 16,02 | 15,58 1506 | 1597 1591 | 16,75 16,54

Correccioén -0,4 -0,4 -1,4 -0,5 0,1

CPS?QSSJS )Gl 16,24 16,95 16,49 16,64

DS 0,320 0484 | 0,408 0323 | 0,407 0370 | 0,474 0437 | 0477 0,192

%RDS 2,0 3,0 2,6 2,0 2,6 25 3,0 2,7 2,8 1,2

Log10y 0,41 0,46 0,36 0,42 -0,40

Cu 0,39 0,35 0,44 0,38 0,39

% Potencia 98,18 87,23 109,42 94,46 99,13
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VALORACION DE GENTAMICINA - TECNICA CILINDRO-PLACA

Forma Farmacéutica: Solucién Inyectable Material de Referencia Sulfato (.je.

Gentamicina USP
Modalidad de venta: Genérica Concentracién 671 ug/mg
FECHA DE VALORACION: 12/7/2022 Lote: R084Q0

FECHA DE RESULTADOS 13/7/2022

Placa S; (0,256ug/ml) | S5 (0,4ug/mL) | S, (0,32ug/mL) Ss (0,4ug/mL) S4 (0,5 ug/mL) S; (0,4ug/mL) Ss (0,625 ug/mL) | S;(0,4ug/mL)

1 16,01 16,33 15,29 16,42 17,74 16,52 17,12 16,58
2 15,03 16,71 16,02 16,41 17,06 16,41 17,38 15,85
3 15,04 15,93 15,97 16,33 17,06 16,41 17,17 16,21
1 15,65 16,55 15,58 16,33 17,06 16,41 17,53 15,81
2 15,42 16,45 15,95 16,55 16,46 16,52 17,53 15,7
3 15,65 16,7 16,33 16,74 16,15 16,58 17,53 16,53
Suma 140,15 148,28 141,83 146,54 152,89 147,27 156,42 146,32
Promedio 15,57 16,48 15,76 16,28 16,99 16,36 17,38 16,26
Gran promedio S; 16,34
Correccién 0,13 -0,06 0,02 0,09
Promedio de St X corregido 15,44 15,82 16,97 17,29
DS 0,411 0,274 0,329 0,313 0,491 0,322 0,272 0,376
%RDS 2,6 1,7 2,1 1,9 2,9 2,0 1,6 2,3
. Concentracion Mediciones de la
Estandar ;
ug/mL zona corregida
Intercepto (a) 18,353 Sy 0,256 15,44
Pendiente (b) 4,996 S, 0,320 15,82
2
R 0,989 SH 0.4 16,34
S, 0,50 16,97
Ss 0,63 17,29
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Placa

M1
(Us)

Ss
(0,4ug/mL)

M2
(Us)

Ss3
(0,4ug/mL)

M3
(Us)

Ss3
(0,4ug/mL)

M4
(Us)

Ss3
(0,4ug/mL)

MS5(Us)

Ss3
(0,4ug/mL)

M6
(Us)

Ss3
(0,4ug/mL)

M7
(Us)

Ss3
(0,4ug/mL)

M8
(Us)

Ss
(0,4ug/mL)

M9
(Us)

Ss3
(0,4ug/mL)

M10
(Us)

Ss
(0,4ug/mL)

1 16,54 15,86 16,22 16,44 16,55 16,41 16,71 16,84 16,3 16,54 16,84 1543 16,95 16,4 17,1 16,69 16,29 16,85 16,56 16,23

2 16,46 158 16,22 16,06 16,44 1517 16,81 16,98 16,53 16,79 16,01 16,77 16,42 16,61 16,37 16,69 16,89 16,2 16,73 16,52

3 16,3 158 16,22 16,39 16,56 16,58 16,81 16,23 16,53 16,58 16,33 15,37 15,32 15,76 16,34 16,32 16,89 16,89 15,44 16,03

1 16,02 16,08 16,07 16,4 16,59 16,28 16,18 16,33 17,03 16,77 15,88 16,95 16,36 16,2 16,69 16,1 16,54 16 16,31 16,44

2 16,27 15,99 16,43 16,4 16,29 16,29 16,18 16,33 16,56 16,45 16,25 16,95 16,35 16,2 16,68 16,29 16,56 16,53 16,24 16,69

3 15,36 15,31 16,23 16,4 16,47 16,29 16,32 15,93 15,52 16,31 16,25 157 16,31 16,1 16,61 16,6 16,69 15,93 16,56 15,94

Suma | 145,69 144,95 | 14508 145,81 147,7 14551 | 149,18 148,09 | 14955 14832 | 14581 143,79 | 147,04 146,61 1488 147,71 | 148,35 147,4 147,04 146,18

Promedio 16,19 16,11 16,12 16,20 16,41 16,17 16,58 16,45 16,62 16,48 16,20 15,98 16,34 16,29 16,53 16,41 16,48 16,38 16,34 16,24
Correccion -0,2 -0,1 -0,2 0,1 0,1 -0,4 -0,1 0,1 0,0 -0,1
:;‘r’r'ggldd'g 16,43 16,26 16,59 16,47 16,48 16,57 16,39 16,47 16,45 16,44

DS 0,414 0,497 0,191 0,250 0,311 0,498 0,269 0,362 0,500 0,218 0,281 0,793 0,436 0,345 0,299 0,260 0,333 0,474 0,447 0,262

%RDS 26 31 12 15 19 31 16 22 30 13 17 50 27 21 18 16 2,0 2,9 27 16
Log10u -0,39 -0,42 -0,35 -0,38 -0,37 0,36 0,39 0,38 0,38 0,38
(e 041 038 0,44 0,42 042 0,44 0,40 0,42 041 041
% Potencia | 102,90 95,44 110,83 104,76 105,52 109,87 101,28 104,76 104,01 103,54
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Anexo 3. Resultados de Valoracion Gentamicina en Solucion Inyectable - Marca

VALORACION DE GENTAMICINA - TECNICA CILINDRO-PLACA

Forma Farmacéutica: Solucién Inyectable Material de Referencia Sulfato (.je.

Gentamicina USP
Modalidad de venta: Marca Concentracién 671 ug/mg
FECHA DE VALORACION: 19/7/2022 Lote: R084Q0

FECHA DE RESULTADOS 20/7/2022

Placa S; (0,256ug/ml) | S3(0,4ug/mL) | S, (0,32ug/mL) S; (0,4ug/mL) S4 (0,5 ug/mL) S; (0,4ug/mL) Ss (0,625 ug/mL) | S5 (0,4ug/mL)

1 14,55 15,46 14,22 16,7 16,94 15,71 17,75 17,85
2 14,23 16,13 14,22 15,74 16,23 15,06 17,28 16,78
3 14,3 15,61 14,55 15,38 16,35 15,06 17,16 17,29
1 14,46 15,62 15,06 15,55 15,8 15,3 17,72 16,19
2 14,46 16,72 15,09 16,27 16,47 15,43 17,71 16,19
3 14,45 16,35 15,06 15,91 15,74 15,8 17,05 17,07
Suma 128,94 143,28 131,91 144,52 147,14 140,85 156,37 149,07
Promedio 14,33 15,92 14,66 16,06 16,35 15,65 17,37 16,56
Gran promedio S; 16,05
Correccién -0,13 0,01 -0,40 -0,52
Promedio de St X corregido 14,45 14,65 16,75 17,89
DS 0,188 0,482 0,352 0,435 0,409 0,520 0,290 0,812
%RDS 1,3 3,0 2,4 2,7 2,5 3,3 1,7 4,9
Estand Concentracion Mediciones de la
Intercepto (a) 19,616 standar ug/mL zona corregida
Pendiente (b) 9,233 S, 0,256 14,45
R? 0,962
S; 0,320 14,65
S; 0,4 16,05
S, 0,50 16,75
Ss 0,63 17,89
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Placa

M1 (Us)

S;3 (0,4ug/mL)

M2 (Us)

S;3 (0,4ug/mL)

M3 (Us)

S;3 (0,4ug/mL)

M4 (Us)

S; (0,4ug/mL)

M5 (Us)

S; (0,4ug/mL)

1 15,57 15,25 15,64 15,79 16,41 16,29 16,23 15,63 15,46 15,48
2 15,25 15,57 16,13 15,65 16,41 16,29 16,2 15,63 15,76 16,12
3 15,25 16,13 16,2 15,7 15,01 15,2 15,14 16,3 15,76 15,53
1 16,75 15,75 15,96 16,48 15,6 15,38 15,84 15,65 15,46 15,52
2 16,75 16,49 15,96 16,6 16,72 16,25 15,61 15,65 16,69 15,66
3 16,75 16,49 15,65 16,41 16,72 16,25 16,2 16,6 15,95 15,4

Suma 143,35 143,67 143,33 143,09 145,8 145,21 143,63 143,47 142,32 141,48

Promedio 15,93 15,96 15,93 15,90 16,20 16,13 15,96 15,94 15,81 15,72

Correccion -0,1 -0,1 0,1 -0,1 -0,3

Promedio corregido 16,01 16,07 16,11 16,07 16,14

DS 0,659 0,521 0,187 0,476 0,567 0,525 0,443 0,356 0,411 0,386

%RDS 4,1 3,3 1,2 3,0 3,5 3,3 2,8 2,2 2,6 25

Log10y -0,39 -0,38 -0,38 -0,38 -0,38

Cuy 0,41 0,41 0,42 0,41 0,42

% Potencia 101,85 103,44 104,45 103,21 105,17
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Placa M1 (Us) S; (0,4ug/mL) M2 (Us) S; (0,4ug/mL) M3 (Us) S; (0,4ug/mL) M4 (Us) S; (0,4ug/mL) M5(Us) S; (0,4ug/mL) M6 (Us) S; (0,4ug/mL) M7 (Us) S; (0,4ug/mL) M8 (Uz) S; (0,4ug/mL) M9 (Us) S; (0,4ug/mL) M10 (Us) S; (0,4ug/mL)

1 16,77 16,62 16 16,65 16,5 16,38 16,23 16,38 16,96 15,31 16,8 16,41 16,11 15,96 163,75 16,06 15,57 14,52 b7 16,16
2 15,94 15,92 15,95 16,56 16,5 16,6 16,2 15,83 15,87 15,43 16,3 16,1 16,09 15,96 14,71 15,84 15,71 15,06 16,16 15,26
3 16,63 15,62 16,13 15,97 16,53 16,59 15,14 16,03 16,03 16,37 15,84 16,14 15,75 15,41 15,56 15,96 14,81 14,15 15,85 16,1
1 15,17 16,64 16,16 16,08 15,83 16,16 15,84 16,12 16,22 15,81 16,14 16,7 15,71 15,99 16,39 15,97 14,89 15,61 16,18 15,37
2 16,62 16,62 15,71 15,55 15,83 15,99 15,61 15,92 15,95 15,81 16,01 15,94 15,77 16,19 16,22 16,44 15,58 15,22 15,69 15,91
3 16,96 15,83 15,31 16,37 16,42 16,42 16,2 15,95 16,08 16,4 15,42 16,16 16,62 16,15 15,45 15,45 14,9 15,09 15,21 15,62

Suma 147,09 146,54 142,9 146,58 146,2 145,63 143,63 145,97 145,23 144,16 145,15 1449 143,08 146,72 145,38 146,97 141,41 136,1 147,8 140,76

Promedio 16,34 16,28 15,88 16,29 16,24 16,18 15,96 16,22 16,14 16,02 16,13 16,10 15,90 16,30 16,15 16,33 15,71 15,12 16,42 15,64

Correccién 0,1 0,1 0,0 0,0 -0,2 0,1 0,1 0.2 -0,8 -0,5

Promedio corregido 16,23 15,76 16,23 15,01 16,29 16,20 15,77 15,99 16,47 16,67

DS 0,564 0,454 0,345 0,380 0,303 0,389 0,443 0,344 0,442 0,437 0,541 0,326 0,402 0,596 0,860 0,665 0,926 0,588 0,773 0,454

%RDS 35 2,8 2,2 2,3 1,9 2,4 2,8 2,1 2,7 2,7 3.4 2,0 25 3,7 53 4,1 59 3,9 4,7 2,9

Lu -0,37 -0,43 -0,37 -0,41 -0,37 -0,38 -0,42 -0,40 -0,35 -0,33

Cu 0,42 0,38 0,42 0,39 0,43 0,42 0,38 0,40 0,45 0,47

% Potencia 105,75 93,95 105,81 97,57 107,30 104,87 94,06 99,61 112,31 118,14
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Forma Farmacéutica:

Modalidad de venta:

FECHA DE VALORACION:
FECHA DE RESULTADOS

Anexo 4.

Crema

Genérica

2/8/2022
3/8/2022

VALORACION DE GENTAMICINA - TECNICA CILINDRO-PLACA

Material de Referencia

Concentracién

Lote:

Sulfato de
Gentamicina USP

671 ug/mg

R084Q0

Resultados de Valoracion Gentamicina en Crema — Genérica

Placa

S; (0,256ug/ml)

S; (0,4ug/mL)

S, (0,32ug/mL)

Ss (0,4ug/mL)

S4 (0,5 ug/mL)

Ss (0,4ug/mL)

Ss (0,625 ug/mL)

S; (0,4ug/mL)

1
2 14,17 16,75 14,61 16,17 17,34 16,71 18,38 16,5
3 14,51 16,68 15,44 16,39 16,98 16,27 19,1 16,4
1 14,78 15,92 14,74 16,14 17,32 16,68 17,91 16,27
2 13,25 16,75 15,58 15,69 17,52 16,66 18,57 16,3
3 13,69 16,04 14,76 16,21 17,27 15,61 19,8 16,28
Suma 129,1 147,89 135,85 145,61 154,73 147,91 168,85 148,33
Promedio 14,34 16,43 15,09 16,18 17,19 16,43 18,76 16,48
Gran promedio Sg 16,38
Correccién 0,55 -0,20 0,05 -0,10
Promedio de St X corregido 14,29 15,30 17,14 18,86
DS 0,553 0,327 0,329 0,302 0,298 0,365 0,631 0,231
%RDS 3,9 2,0 2,2 1,9 1,7 2,2 34 1,4

Intercepto (a) 20,878
Pendiente (b) 11,321
R? 0,985

. Concentracién Mediciones de la
Estandar ;
ug/mL zona corregida
S 0,256 14,29
S, 0,320 15,30
Ss3 0,4 16,38
Sy 0,50 17,14
Ss 0,63 18,86
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Placa

M1 (Us)

S; (0,4ug/mL)

M2 (Us)

S; (0,4ug/mL)

M3 (Us)

S; (0,4ug/mL)

1 16,3 16,18 15,53 15,98 16,23 15,94
2 16,67 16,47 16,5 15,24 16,55 15,84
3 16,3 16,25 16,33 15,6 16,74 15,69
1 16,57 16,67 15,95 16,3 16,13 16,86
2 16,28 16,3 15,6 16,29 16,29 15,86
3 16,3 16,38 16,42 15,53 16,8 16,41

Suma 147,07 146,02 144,46 141,34 147,61 146,19

Promedio 16,34 16,22 16,05 15,70 16,40 16,24

Correccion -0,2 -0,7 -0,1

Promedio corregido 16,50 16,73 16,54

DS 0,357 0,312 0,452 0,403 0,244 0,559

%RDS 2,2 1,9 2,8 2,6 15 34

Log10y -0,38 -0,38 -0,37

Cu 0,41 0,41 0,32

Peso de lamuestra(g) | 5,0026 5,0026 5,0026

% Potencia 102,53 103,44 107,44
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Forma Farmacéutica: Crema

Modalidad de venta: Genérica

FECHA DE VALORACION: 3/8/2022
FECHA DE RESULTADOS 4/8/2022

VALORACION DE GENTAMICINA - TECNICA CILINDRO-PLACA

Material de
Referencia

Concentracién

Sulfato de Gentamicina
USP

671 ug/mg

R084Q0

Placa S; (0,256

ug/ml)

S;3 (0,4ug/mL)

S2 (0,32ug/mL)

S;3 (0,4ug/mL)

S, (0,5 ug/mL)

S;3 (0,4ug/mL)

Ss (0,625 ug/mL)

S;3 (0,4ug/mL)

1 14,44 16,69 15,17 15,09 16,43 15,65 18,77 16,62
2 13,5 16,75 14,5 15,81 16,68 16,32 18,75 15,92
3 13,5 16,68 13,98 16,57 17,01 16,02 18,76 16,75
1 14,15 15,21 14,04 15,34 15,65 16,51 18,47 16,01
2 13,21 15,8 14,02 15,37 16,23 15,34 18,01 16,31
3 14,57 15,21 15,34 15,36 15,98 15,42 18,08 15,36
Suma 125,58 144,95 130,96 142,54 146,8 142,21 166,05 144,58
Promedio 13,95 16,11 14,55 15,84 16,31 15,80 18,45 16,06
Gran promedio Sg 15,95
Correccién 0,15 -0,11 -0,15 -0,11
Promedio de St X corregido 13,80 14,67 16,46 18,56
DS 0,457 0,622 0,515 0,598 0,492 0,504 0,313 0,549
%RDS 3,3 3,9 3,5 3,8 3,0 3,2 1,7 3,4
. Concentracion Mediciones de la
Estandar ug/mL zona corregida
S1 0,256 13,80
Intercepto (@) 20,512 Sz 0,320 14,67
Pendiente (b) 11,677 S 0,4 15,95
R? 0,962 S 0,50 16,46
Ss 0,63 18,56
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Placa

M1 (Us)

Sz (0,4ug/mL)

M2 (Us)

Sz (0,4ug/mL)

M3 (Us)

Sz (0,4ug/mL)

M4 (Us)

Sz (0,4ug/mL)

M5 (Us)

Sz (0,4ug/mL)

M6 (Us)

Sz (0,4ug/mL)

1 17,65 16,2 16,2 16,3 16,66 16,33 16,12 15,12 17,39 16,99 15,84 15,99
2 17,46 16,76 15,48 16,8 17,37 16,34 16,12 16,62 17,5 16,38 16,59 15,38
3 17,13 16,47 16,68 16,45 16,89 17,05 16,13 16,03 17,5 16,6 16,62 15,68
1 16,44 15,61 17,41 16,84 15,55 17,26 16,36 16,04 16,72 16,33 16,36 17,46
2 15,46 16,15 16,89 15,99 17,18 16,68 18,82 17,04 16,89 15,83 17,16 16,53
8 15,86 15,42 16,84 16,63 17,46 16,68 16 15,52 15,85 15,24 17,04 16,3

Suma 150,96 148,96 | 149,39 146,41 | 153,72 150,31 | 148,36 143,87 154,6 148,65 | 148,09 144,58

Promedio 16,77 16,55 16,60 16,27 17,08 16,70 16,48 15,99 17,18 16,52 16,45 16,06

Correccién 0,6 0,3 0,7 0,0 0,6 0,1

Promedio corregido 16,17 16,28 16,33 16,45 16,61 16,34

DS 0,724 0,794 0,902 0,434 0,656 0,298 0,899 0,568 0,629 0,668 0,460 0,673

%RDS 4,3 4,8 5,4 2,7 3,8 1,8 55 3,6 3,7 4,0 2,8 4,2

Log10y -0,37 -0,36 -0,36 -0,35 -0,33 -0,36

Cu 0,43 0,43 0,44 0,45 0,46 0,44

Peso de la muestra(g) | 5,3803 5,2328 5,3688 5,2739 5,4522 5,1329

% Potencia 98,77 103,76 102,09 106,42 106,28 107,02
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Placa

M7 (Ua)

S; (0,4ug/mL)

M8 (Us)

S; (0,4ug/mL)

M9 (Us)

S; (0,4ug/mL)

M10
(Us)

Ss
(0,4ug/mL)

M11
(Us)

S;
(0,4ug/mL)

M12
(Us)

Ss
(0,4ug/mL)

1 16,53 1567 | 17,19 16,14 | 15,59 15,39 17,62 16,08 17,06 15,99 15,46 152
2 16,52 1587 | 16,71 16,87 | 15,59 158 17,56 16,22 16,08 15,48 15,46 15,39
3 16,3 1587 | 16,14 1675 | 16,25 15,28 16,85 15,47 16,08 17,77 15,24 15,51
1 17,26 16,63 | 15,95 16,15 15,4 15,08 15,78 15,84 16,85 16,32 1521 15,46
2 16,23 18,22 | 15,95 16,61 | 15,68 15,51 16,1 15,96 14,54 16,22 15,44 16,07
3 16,4 16,56 | 15,82 15,65 16,2 15,93 15,69 15,39 16,32 16,88 15,12 16

Suma 153,22 151,84 | 148,64 148,56 | 143,73 141,02 | 147,18 14231 | 147,67 147,05 | 138,12 139,21

Promedio 17,02 16,87 | 16,52 1651 | 15,97 15,67 16,35 15,81 16,41 16,34 15,35 15,47

Correcciéon 0,9 0,6 -0,3 -0,1 0,4 -0,5

Promedio corregido 16,11 15,96 16,25 16,49 16,02 15,83

DS 0,825 0,963 | 0,845 0,532 | 0,398 0,518 0,888 0,330 0,806 0,753 0,124 0,346

%RDS 48 57 5.1 3,2 25 3,3 5,4 21 4,9 4,6 08 2,2

Log10, -0,38 -0,39 -0,36 -0,34 -0,38 -0,40

Cy 0,42 0,41 0,43 0,45 0,41 0,40

ZSSO de lamuestra 5,4522 5,3688 5,2328 5,3803 5,4522 5,1645

% Potencia 96,16 94,91 103,15 105,18 94,57 96,17
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Anexo 5. Resultados de Valoracién Gentamicina en Crema — Marca

VALORACION DE GENTAMICINA - TECNICA CILINDRO-PLACA

Forma Farmacéutica: Crema Material de Referencia Sulfato qef

Gentamicina USP
Modalidad de venta: Marca Concentracién 671 ug/mg
FECHA DE VALORACION: 17/8/2022 Lote: R084Q0

FECHA DE RESULTADOS 18/8/2022

Placa S; (0,256ug/ml) | S;(0,4ug/mL) | S, (0,32ug/mL) Ss (0,4ug/mL) S4 (0,5 ug/mL) S; (0,4ug/mL) Ss (0,625 ug/mL) | S;(0,4ug/mL)

1
2 11,25 14,88 11,13 12,77 14,85 12,58 15,95 13,2
3 11,26 13,08 10,91 13,02 14,17 13,61 15,38 13,8
1 10,55 13,37 11,76 14,01 14,19 14,08 15,26 13,5
2 10,55 12,69 11,3 14,12 13,88 13,15 15,46 13,58
3 10,55 13,22 11,27 13,48 13,95 13,15 14,41 13,58
Suma 101,7 123,86 105,18 121,51 132,72 121,03 140,62 124,83
Promedio 11,30 13,76 11,69 13,50 14,75 13,45 15,62 13,87
Gran promedio S 13,65
Correcciéon 0,12 -0,14 -0,20 -0,22
Promedio de St X corregido 11,18 11,83 14,94 15,85
DS 0,647 0,759 0,611 0,563 0,819 0,528 0,573 0,611
%RDS 57 55 52 4,2 5,6 3,9 3,7 4.4
. Concentracién Mediciones de la
Estandar mL id
Intercepto (a) 1g 550 ug/m zona corregida
Pendiente (b) 12,802 S1 0,256 11,18
R2 0,978 S, 0,320 11,83
Ss3 0,4 13,65
S, 0,50 14,94
Ss 0,63 15,85

64



Placa

M1 (Us)

S; (0,4ug/mL)

M2 (Us)

S;3 (0,4ug/mL)

M3 (Us)

S; (0,4ug/mL)

M4
(Us)

Ss
(0,4ug/mL)

M5
(Us)

S
(0,4ug/mL)

M6
(Us)

S
(0,4ug/mL)

1 15,09 14,45 13,83 13,67 14,86 1453 | 1451 142 | 1512 143 | 1519 1591 | 14,42 13,28
2 14,67 14,97 13,11 13,61 14,84 14,38 13 14,38 | 15,06 14,61 | 15,63 1597 | 13,77 13,36
3 14,83 13,91 13,4 13,68 14,2 14,39 | 14,14 14,25 | 14,66 14,84 | 1441 139 | 13,84 13,38
1 14,39 13,94 | 13,75 13,64 | 14,65 14,98 | 14,97 15,37 | 16,26 16,28 | 13,51 14,82 | 14,01 13,97
2 14,28 14,11 13,7 13,63 15,16 1525 | 15,32 15,12 16 16,39 | 14,29 14,64 | 14,02 14,03
3 14,41 14,01 13,61 13,64 | 1517 15,96 | 15,36 14,93 | 1547 16,39 | 14,83 14,7 | 13,46 13,89

Suma 135,03 131,34 | 124,49 124,45 | 131,52 131,96 | 131,73 132,45 | 136,86 137,74 | 14,83 133,47 | 125,09 123,99

Promedio 15,00 14,59 13,83 13,83 14,61 14,66 | 14,64 14,72 | 1521 15,30 | 14,55 14,83 | 13,90 13,78

Correccion 0,9 0,2 1,0 1,1 1,7 1,2 0,1

E;‘r’rrggi‘gg 14,06 13,65 13,60 13,57 13,55 13,37 13,77

DS 0,695 0,637 | 0,471 0,294 | 0,414 0,621 | 0,737 0,398 | 0,607 0,890 | 0,851 0,786 | 0,256 0,337

%RDS 4,6 4,4 3,4 21 2,8 4,2 5,0 2,7 4,0 58 5,8 53 1,8 2,4

Log10y -0,35 -0,38 -0,39 -0,39 -0,39 -0,41 -0,37

Cu 0,44 0,41 0,41 0,41 0,41 0,39 0,42

Peso de la

muestra 5,0660 5,1638 5,0743 5,0308 5,0136 5,0568 5,057

52) . 109,72 100,07 100,86 101,67 101,19 97,09 104,37

Potencia
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VALORACION DE GENTAMICINA - TECNICA CILINDRO-PLACA

P . . Sulfato de
Forma Farmacéutica: Crema Material de Referencia Gentamicina USP
Modalidad de venta: Marca Concentracion 671 ug/mg
FECHA DE VALORACION: 23/8/2022 Lote: R084Q0

FECHA DE RESULTADOS 24/8/2022

Placa S; (0,256ug/ml) | Ss(0,4ug/mL) | S, (0,32ug/mL) Ss (0,4ug/mL) S4 (0,5 ug/mL) S; (0,4ug/mL) Ss (0,625 ug/mL) | S;(0,4ug/mL)

1 13,17 14,88 13,78 15,31 15,96 15,5 16,72 14,89
2 13,39 15,97 14,3 15,3 16,61 15,41 16,8 15,32
3 13,95 14,18 14,04 15,3 16,61 14,27 16,47 14,23
1 13,86 14,15 14,07 14,95 16,62 15,26 16,65 14,42
2 12,37 15,45 14,02 14,35 15,6 15,26 17,3 14,62
3 12,71 15,16 13,97 14,16 15,5 15,04 17,13 15,32
Suma 119,43 135,4 127,02 136,96 146,63 135,64 153,53 134,75
Promedio 13,27 15,04 14,11 15,22 16,29 15,07 17,06 14,97
Gran promedio S; 15,08
Correccion -0,03 0,14 -0,01 0,10
Promedio de St X corregido 13,30 13,97 16,30 16,95
DS 0,499 0,628 0,328 0,657 0,484 0,362 0,412 0,494
%RDS 3,8 4,2 2,3 4,3 3,0 2,4 2,4 3,3
. Concentracién Mediciones de la
Estandar ;
ug/mL zona corregida
Intercepto (a) 19,048 S 0,256 13,30
Pendiente (b) 9918 S: 0,320 13,97
R? 0,987
S 0,4 15,08
S, 0,50 16,30
Ss 0,63 16,95
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Placa

M1 (Us)

S
(0,4ug/
mL)

M2 (Us)

S3
(0,4ug/mL)

M3 (Us)

Sz
(0,4ug/mL)

M4 (Us)

Ss
(0,4ug/m
L)

M5 (Us)

Sz
(0,4ug/mL)

M6 (Us)

S
(0,4ug/
mL)

M7 (Us)

S
(0,4ug/
mL)

M8 (Us)

S3
(0,4ug/mL)

1 14,08 14,27 13,77 1372 | 13,67 13,81 14,02 14,74 14,66 1438 | 1472 | 1486 | 1534 | 1584 | 1524 16,14
2 14,68 14,15 13,81 1368 | 13,69 13,43 14,44 14,19 14,75 14,3 148 | 1466 | 1556 | 1544 16,2 15,11
3 14,75 14,88 13,86 1373 | 13,78 13,56 14,34 14,6 14,77 1397 | 1503 | 1479 | 1568 | 1559 | 1507 15,63
1 14,76 14,89 13,73 1336 | 14,54 14,06 14,22 14,79 14,76 1445 | 1451 | 1475 | 1601 | 1400 | 1563 15,69
2 14,28 14,11 13,95 1346 | 1556 14,15 14,22 14,31 14,6 14,65 14,2 146 | 1608 | 1425 | 16,28 16,13
3 14,41 14,01 13,79 1346 | 14,04 13,38 133 14,3 14,8 1475 | 1471 | 1471 | 1498 | 1476 15 15,95

Suma 132,58 | 129,97 127,47 123,94 | 127,18 122,89 130,12 130,73 136,23 132,97 | 14,83 | 134,9 | 13836 | 133,39 | 139,52 141,06

Promedio 14,73 14,44 14,16 1377 | 14,13 13,65 14,46 14,53 15,14 1477 | 1495 | 1499 | 1537 | 1482 | 1550 15,67

Correccién -0,6 -1,3 -1,4 -0,6 -0,3 -0,1 -0,3 0,6

Cpgfgg?(jg 15,37 15,47 15,55 15,01 15,44 15,04 15,63 14,91

DS 0478 | 0,340 0,541 0348 | 0628 0,329 0,781 0,622 0,666 0580 | 0539 | 0452 | 0499 | 0667 | 0461 0,389

%RDS 32 2.4 38 2,5 44 2.4 5.4 43 44 39 3.6 3,0 32 45 3,0 2,5

Log10y 0,37 -0,36 -0,35 0,41 -0,36 20,40 -0,34 0,42

Cu 0,42 0,44 0,44 0,39 0,43 0,39 0,45 0,38

E]isef?st‘:z '(Z) >0828 51234 5,1834 5,0106 5,0404 5,413 5,063 5,0643

% Potencia 104,63 106,28 107,13 97,67 107,28 91,08 111,62 01,34
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