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RESUMEN 

El presente estudio estandarizo un método Microbiológico Cilindro-Placa para cuantificar 

gentamicina y posteriormente validarlo, es decir, demostrar mediante evidencia documentada, en 

el área de Control de Calidad de Laboratorios Vitapharma S.A.C., que el producto Dermolab NF 

crema cumple con los requisitos exigidos para la validación del método. Objetivo: Realizar la 

validación del método microbiológico Cilindro – Placa para la cuantificación de Gentamicina 

Sulfato en Dermolab NF crema. Métodos: Se delineó y efectuó el proceso de validación a través 

del método difusión en agar y el microorganismo sometido a prueba fue Staphylococcus 

epidermidis ATCC 12228. De esta manera, se pudo cuantificar su concentración (Valoración), 

evidenciando la capacidad de cumplir en forma consistente y reiterativa las especificaciones 

establecidas, que incluyen los requisitos exigidos en la determinación de parámetros analíticos de 

especificidad (selectividad), linealidad, rango, exactitud y la precisión manifestada en sus dos 

formas: repetibilidad y precisión intermedia. Resultados: Se comprobó   mediante el diseño 

experimental, con la estimación  estadística de los resultados experimentales y teniendo como 

principio los criterios de aceptación, que el método analítico es especifico (ausencia de halo de 

inhibición con placebo), lineal (r2 = 0,98 para estándar y r2 = 0,97 para muestra, siendo la 

especificación mínimo 0,95), preciso ( CV= 2,03% y 1,73%, siendo la especificación < 5%, 

tolerancia= 19,15% y 16,28 % siendo la especificación < 30% ; repetibilidad y precisión 

intermedia respectivamente) y exacto     ( Sesgo = 1,06%, siendo la especificación <3%, Gexp = 

0,511 < Gtab= 0,871, Texp = 0,765< Ttab= 2,306), en el intervalo de concentraciones analizadas. 

Conclusiones: De esta manera se concluye con los ensayos ejecutados, que las propiedades de 

desempeño analítico corresponden a los requisitos para el uso del método analítico propuesto, 

proporcionándonos resultados confiables para ser utilizado en la verificación del cumplimiento 

de las especificaciones del producto. 

Palabras clave: Valoración Microbiológica, Método Microbiológico, Validación, Gentamicina, 

Staphylococcus epidermidis, Parámetros analíticos. 



ABSTRACT 

The present study to standardized a microbiological method  Cylinder – Plate to quantify 

gentamicin and subsequently validate it that is to say; show through documented evidence, in the 

area to quality control if laboratory Vitapharma S.A.C, than Dermolab NF cream product meets 

the requirements demanded for the method validation. Objective: Validate Cylinder – Plate 

Microbiological Method for the quantification of Gentamicin Sulfate in Dermolab NF cream. 

Methods: It was draft and carry out the process of validation through the “diffusion in agar” 

method and the tested microorganism was Staphylococcus epidermidis ATCC 12228. In this way, 

Its concentration was quantified (titrated), evidencing the capacity of comply in consistent and 

reiterative form the established specifications, including the requirements demanded in the 

determination to analytical parameters of specificity (Selectivity), linearity, rank, accuracy and 

the precision expound in two forms: Repeatability and intermediate preciseness. Results: It was 

prove through the experimentaly design; with the estimate statistics evaluation of the 

experiemental results and having as begin for the criteria of acceptance, that the analytical method 

is specific ( absence of inhibition halo with placebo), linear ( r2 = 0.98 for standard and r2 = 0.97 

for sample; being the specification minimum 0.95) precise ( CV = 2.03% and 1,73% , being the 

specification < 5%, tolerance = 19,15% and 16,28% being the specification <30%; Repeatability  

and intermediate preciseness respectively ) and exact ( bias = 1,06%, being the specification <3% 

, Gexp = 0.511 < Gtab = 0,871, Texp = 0,765< Ttab = 2,306), in the range of analyze 

concentrations. Conclusion: In this way conclude with be available to the trait that analytical 

performance be appropriate the requirements to use of the scientific method proposed, providing 

us reliable results for used in the verification of compliance of the specifications of product. 

Key Words: Microbiological assessment, Microbiological method, Validation, quality control, 

Gentamicin, Staphylococcus epidermidis, analytical parameters. 
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I. INTRODUCCIÓN 

Desde la promulgación de la Ley de Productos farmacéuticos, dispositivos médicos y 

productos sanitarios1. En la industria Farmacéutica peruana, se inició un proceso de mayores 

exigencias cuya finalidad es el bienestar del paciente, teniendo en consideración que dichas 

mejoras se basaron en criterios técnicos internacionalmente recomendados para garantizar el 

acceso a productos seguros, eficaces y de calidad.1 

Los laboratorios farmacéuticos deben garantizar mediantes ensayos fisicoquímicos y 

microbiológicos la calidad del producto, basándose en especificaciones, técnicas analíticas 

de referencia farmacopeica y/o método propio, en este último punto, tanto las Buenas 

Prácticas de Manufactura 2 y Buenas Prácticas de Laboratorio3 nos indican que cuando se 

trate de un método propio deberá validarse, para que nos proporcione un alto grado de 

confianza. 

La metodología analítica que no se base en lo indicado o realice modificaciones en la 

monografía de las diversas farmacopeas u otras referencias nacionales e internaciones tendrá 

que ser validada previo a su aplicación. La validación debe abarcar, cuando amerite, evaluar 

la exactitud, precisión, especificidad, límite de detección, límite de cuantificación, linealidad 

y robustez, según los manuales de Buenas Prácticas Farmacéuticas antes mencionados2,3. 

La Farmacopea de los Estados Unidos vigente (USP 41)4, contempla la técnica analítica para 

determinar la concentración de gentamicina en una crema, pero como monofármaco, sin 

embargo, en la fórmula del producto Dermolab NF crema, se tiene como activos también al 

Clotrimazol y Betametasona (como dipropionato). 

Actualmente, Laboratorios Vitapharma S.A.C, manufactura y comercializa Dermolab crema, 

producto cuyo registro sanitario está próximo a vencer; por lo que el área de investigación y 

desarrollo lo reformulo, cumpliendo como producto piloto sus estudios de estabilidad, 

motivo por el cual la gerencia comercial decidió denominarlo como Dermolab NF crema. 

 El producto Dermolab crema se prescribe para el tratamiento de dermatomicosis, producida 

por hongos susceptibles al principio activo, asociado a dermatosis agudas y en presencia de 

piodermias por microorganismos sensibles. 

La prueba de Valoración de Antibióticos es importante específicamente cuando se desea 

cuantificar la gentamicina sulfato en el producto Dermolab NF Crema, en laboratorios 
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Vitapharma S.A.C, el área de control de calidad planteó validar el método Microbiológico 

Cilindro-Placa para cuantificación de gentamicina sulfato, lo que servirá como sustento 

técnico para la inscripción del producto a la autoridad nacional del medicamento y en el 

laboratorio brindará confiabilidad en los ensayos que se realicen ya que será una importante 

herramienta para garantizar  la calidad del producto . 

1.1. Situación problemática 

¿Cumple con los parámetros y especificaciones establecidas en las normas técnicas oficiales 

para la validación de un método analítico microbiológico Cilindro-Placa, para la cuantificación 

de Gentamicina sulfato en el producto Dermolab NF crema de Laboratorios Vitapharma 

S.A.C? 

1.2. Formulación del problema 

En el Laboratorio Vitapharma S.A.C, se inició la reformulación del producto Dermolab 

crema, cuyo producto piloto se denominó Dermolab NF crema ya que se realizó el cambio 

del activo Dexametasona por Betametasona, con lo que se deberá obtener un nuevo registro 

sanitario por ser un cambio mayor; para el proceso de obtención del registro se debe cumplir 

con todos los requisitos estipulados en la normativa vigente , motivo por el cual se desarrolla  

esta tesis ya que al ser un método analítico propio, amerita presentar la validación del método 

para que la autoridad reguladora proceda a evaluar y se pueda obtener el nuevo registro 

sanitario.  

1.3.   Justificación 

La industria farmacéutica nacional, para estar facultada de fabricar, almacenar, comercializar 

y distribuir productos farmacéuticos, debe cumplir con la regulación sanitaria vigente, que 

asegura la calidad del producto farmacéutico. Esto se aplica por ejemplo mediante estudios 

de Estabilidad, validación de procesos, validación de técnicas analíticas, plan de gestión de 

riesgos, entre otros1. 

Los métodos analíticos que aplica el área de control de calidad, pueden basarse en referencia 

farmacopeica y/o método propio, en este último caso debe ser validado, tal como lo estipulan 

las Buenas Prácticas de Manufactura (BPM)2 y las Buenas Prácticas de Laboratorio (BPL)3, 

lo que garantiza que los ensayos y resultados analíticos que se emitan aseguren la calidad del 

producto. 

Debido a que la empresa, realizó la reformulación del producto Dermolab crema que implicó 

el cambió de activo Betametasona por Dexametasona, considerado un cambio mayor, se debe 

solicitar a la autoridad reguladora un nuevo registro sanitario para el Producto que se 
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denominará Dermolab NF crema, dicho producto deberá cumplir con todos los requisitos 

para la obtención del nuevo registro, teniendo en consideración, que si se utilizan métodos 

propios estos deberán estar previamente validados. 

La Validación de un método analítico, es muy relevante, debido a que nos da evidencia 

documentada y seguridad de que el método microbiológico Cilindro-placa para 

Cuantificación de Gentamicina sulfato nos proporcionará resultados confiables, los cuales 

permitirán tomar decisiones una vez que se emitan los resultados analíticos de los diferentes 

lotes que se fabriquen5. 

Por lo expuesto, el presente trabajo se justifica porque resulta muy importante validar la 

técnica analítica microbiológica propuesta; ya que los parámetros evaluados y los resultados 

analíticos obtenidos, serán la base para la elaboración del reporte y certificado de validación 

que emitirá el área de control de calidad de Laboratorios Vitapharma S.A.C para ser 

presentados ante la autoridad nacional del medicamento.   

   1.4. Objetivos 

   1.4.1. Objetivo general: 

Realizar la validación del método microbiológico Cilindro-Placa para la 

cuantificación de Gentamicina sulfato en Dermolab NF crema. 

1.4.2. Objetivos específicos: 

1.4.2.1. Evaluar los parámetros para la validación del método microbiológico 

Cilindro-Placa para la cuantificación de Gentamicina sulfato en Dermolab NF 

crema, con sus respectivas especificaciones. 

1.4.2.2.  Comprobar la efectividad del Método Microbiológico Cilindro-Placa 

para la cuantificación de Gentamicina sulfato en Dermolab NF crema. 

  1.5.    Variables 

1.5.1 Variable Independiente: Validación de un método analítico. 

1.5.2 Variable Dependiente: Cuantificación de Gentamicina sulfato. 
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       1.6.   Hipótesis 

1.6.1. Hipótesis verdadera o de trabajo: 

El método Microbiológico Cilindro-Placa para cuantificación de Gentamicina 

sulfato en el producto Dermolab NF crema, proporciona resultados confiables que 

se encuentran dentro de especificaciones señaladas en normas técnicas vigentes 

que permitirían su validación. 

1.6.2. Hipótesis nula: 

El método Microbiológico Cilindro-Placa para cuantificación de Gentamicina 

sulfato en el producto Dermolab NF crema, no proporciona resultados 

confiables, que se encuentran dentro de especificaciones señaladas en normas 

técnicas vigentes que no permitirían su validación. 
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II. MARCO TEÓRICO

2.1.   Antecedentes de la investigación 

        2.1.1. Estudios a nivel internacional  

Andino A, Coronado L, Dolmus M. 2013. Realizarón en Nicaragua, una tesis de 

investigación de “Valoración de la Potencia de la Gentamicina en ampolla 20mg/mL por el 

Método Cilindro-Placa, en el Laboratorio de Control Microbiológico de la Facultad de 

Ciencias Químicas. En el período Febrero-diciembre 2013”. Objetivo: Valorar la potencia 

antibiótica de la Gentamicina en ampolla 20mg/mL en el laboratorio de Microbiología de 

la facultad de ciencias químicas. Método: Se utilizó la metodología de la USP 32 según 

capítulo referida a Valoración Microbiológica. Resultados: Se evidenció que el incremento 

de la concentración de Gentamicina provocó un agrandamiento en los diámetros medidos 

mostrando una buena correlación al lograr valores de r2 > 0,959 y demostró que no hay 

variación entre los resultados o halos de inhibición ya que un 95% del F estadístico muestra 

que no hay diferencias significativas entre los días y entre los operadores. Conclusión: Se 

validó la técnica propuesta para la valoración de muestras comerciales de gentamicina, 

estableciendo los factores críticos propios del ensayo como el pH de las soluciones y medio 

de cultivos, el tiempo de lectura e incubación6. 

Mora J. En el año 2007. Realizó en Costa Rica el proyecto “Implementación y Desarrollo 

de la Técnica de Potencia Microbiológica de Antibióticos y su Impacto Económico en la 

Empresa Calox de Costa Rica, S.A.”, con el Objetivo: Determinar la actividad in vitro de 

los antibióticos gentamicina y neomicina sulfato en productos farmacéuticos. Método: Se 

utilizó la metodología de la USP 30 la cual realizó modificaciones para reducir el 

procedimiento, sin que esto altere los resultados finales. Resultados: Para los productos con 

neomicina se alcanzó resultados evidentes, para el producto con gentamicina se erró en la 

estandarización del método analítico con lo cual no se obtuvo halos de inhibición. 

Conclusión: Se obtuvo una disconformidad  promedio de los resultados de 8,6% para 

determinar neomicina  con los laboratorios de referencia, para Gentamicina al no obtener  

resultados no se realizó la comparación ,esto debido a que   no se contaba con los recursos 

técnicos que brindarían al realizar el método condiciones apropiadas requeridas , por 

ejemplo, la falta de los equipos adecuados, además,    se  requiere mayor  tiempo de 



6 

investigación para lograr estandarizar la prueba, para que no se pueda sustituir él envió a 

los laboratorios externos para que realicen la prueba7. 

        2.1.2. Estudios a nivel nacional  

García J. En el año 2013. En su tesis de investigación de “Determinación y cuantificación 

de Gentamicina sulfato en Multiderm Crema del Laboratorio Farmindustria S.A por 

potencia antibiótica”, con el Objetivo: Determinar la potencia antibiótica de la Gentamicina 

sulfato en Multiderm crema del Laboratorio Farmindustria S.A. Método: Se utilizó el 

método para valoraciones microbiológicas de antibióticos, descritas en la USP 35. 

Resultados: Se analizó el lote 10422212 de Multiderm crema, el cual fue comparado con 

el estándar secundario de Gentamicina sulfato, se obtuvo que la concentración que tenía era 

de 111,74mg de gentamicina sulfato, lo que era un resultado conforme, a las 

especificaciones del contenido de gentamicina sulfato del lote analizado. Conclusión: Se 

demostró con la evaluación estadística de los resultados experimentales y teniendo como 

base los criterios de aceptación permitidos, se concluyó que el método microbiológico 

placa-cilindro para determinación de la potencia antibiótica de Gentamicina sulfato en 

Multiderm crema del Laboratorio Farmindustria S.A fue óptimo para evidenciar la 

efectividad del antibiótica, estipulado en los requisitos de calidad de la USP 358.  

Pareja L. En el año 2012. Realizó una tesis sobre “Desarrollo y validación de un método 

analítico para la cuantificación de gentamicina en un producto farmacéutico en crema por 

potencia antibiótica”, cuyo Objetivo: Desarrollar y validar el método analítico para 

cuantificación de gentamicina en un producto farmacéutico crema por potencia antibiótica. 

Método: El método utilizado fue el capítulo <621> Valoración Microbiológica de 

Antibióticos de la USP 33. Resultados: Se demostró estadísticamente los resultados 

obtenidos en los análisis y contrastándolo con los criterios de aceptación estipulados en el 

método en evaluación. Conclusión: Esta investigación demostró que el método aplicado 

para la cuantificación de gentamicina sulfato, cumplió con los parámetros establecidos para 

su validación, lo que determina que es seguro y confiable para ser aplicado en la detección 

y cuantificación de Gentamicina en los productos farmacéuticos a valorar9.  

2.2.   Base teórica 

        2.2.1. Gentamicina sulfato 

La gentamicina es un antibiótico perteneciente al grupo de los aminoglucósidos. Es 

aislado de Micromonospora purpurea. Se utiliza primordialmente en preparaciones 
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dermatológicas y oftálmicas, acoplado con preparaciones llamadas polivalentes con 

antimicóticos y corticoides. Posee la desventaja de promover cepas resistentes. En 

Cuba se utiliza en crema al 0,1%, siendo fabricado en presentación de crema lavable 

con una estabilidad apropiada 10.  

Figura 1. Fórmula Estructural de Gentamicina Sulfato11.

a. Indicaciones terapéuticas

La gentamicina tópica se prescribe en el tratamiento de infecciones primarias 

(impétigo contagioso, foliculitis superficiales, ectima, forunculosis, pioderma 

gangrenoso, abscesos después de incisiones y drenaje, paroniquia, etc) y secundarias 

de piel (dermatosis sobreinfectadas: eccemas infectados, dermatitis de contacto 

infectadas, psoriasis pustular y sobreinfecciones bacterianas micóticas y virales, 

quistes cutáneos infectados, infecciones quirúrgicas menores)10. 

La gentamicina proporciona un tratamiento tópico muy efectivo en las infecciones 

bacterianas primarias y secundarias de la piel12. 

b. Mecanismo de acción

La gentamicina se traslada activamente mediante la membrana de las células 

bacterianas inhibiendo la síntesis de proteínas. Se une irreversiblemente a la 

subunidad 30s del ribosoma. Al obstaculizar la síntesis normal de proteínas origina 

proteínas no funcionales en microorganismos susceptibles12.  

El ribosoma es el lugar de la célula donde se produce la biosíntesis de las proteínas. 

En las células procariotas, el ribosoma sedimenta a 70S, existiendo dos subunidades 

a 50S y 30S que están libres o combinadas. La subunidad 30S libre es la que inicia 

la síntesis de las proteínas tras la asociación con un factor de iniciación (IF – 3) con 

la participación del ARN mensajero12. 
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La gentamicina es también resistente a las nucleotidil transferasas, enzimas que son 

capaces de adenilar los grupos hidroxilos secundarios en disposición ecuatorial13.

    2.2.2. Laboratorios Vitapharma S.A.C 

Laboratorios VitaPharma S.A.C, es una empresa peruana que inició sus operaciones 

en el 2008. Dedicada a la fabricación y comercialización de productos farmacéuticos, 

que trabaja en base a estándares internacionales de calidad, cumpliendo 

satisfactoriamente las Buenas Prácticas de Manufactura, las que garantizan la 

producción de productos farmacéuticos seguros y eficaces de alta calidad, los cuales 

son ofrecidos a los médicos, profesionales de salud y el público en general. 

Cuenta con una planta de fabricación ubicada en el centro- industrial Las Praderas 

de Lurín, el cual fue creado con múltiples fines: disminuir la polución dentro de la 

ciudad de Lima, reducir la posible contaminación del medio ambiente, utilizando y 

re-utilizando recursos propios del lugar. Con lo que se encuentra en un entorno 

confiable que garantiza no solo la producción segura en términos de calidad, sino 

también en términos de polución y es eco-amigable. 

Dentro de las áreas que posee se distinguen tres diferentes líneas de producción:  

sólidos (tabletas, tabletas recubiertas, capsulas, polvos, polvos para suspensión y 

gránulos), líquidos (soluciones, suspensiones y jarabes) y semilíquidos (cremas y 

geles) 14. 

       2.2.3. Buenas Prácticas de Manufactura 

El  cumplimiento de las Buenas Prácticas de Manufactura (BPM)  por los fabricantes 

de productos farmacéuticos, garantiza que todos los lotes de los productos  sean 

fabricados con materias primas de óptima calidad, cumpliendo con las 

especificaciones según la  farmacopea  tomada como referencia, así mismo que se 

han envasado y rotulado de forma idónea, que los productos son estables y tienen 

una biodisponibilidad aceptable durante su  vida útil si se mantienen en las 

condiciones estipuladas en las normas de almacenamiento e indicaciones en el 

rotulado15. 

Estas normas apuntan al muestreo, especificaciones y ensayo, así como, a los 

procedimientos de organización, documentación y autorización que aseguren que los 

ensayos necesarios y pertinentes realmente se efectúen, y que no se permita la 

circulación de los materiales, ni se autorice la venta o suministro de los productos, 

hasta que su calidad haya sido aprobada como satisfactoria16. 
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         2.2.4. Buenas Prácticas de Laboratorio 

Conjunto de normas que establecen los procedimientos operativos y prácticas 

adecuadas para garantizar que los datos generados por los laboratorios cuando 

realizan el control de calidad, sean confiables17. 

Las Buenas Prácticas de Laboratorio (BPL), constituyen requisitos de aptitud de 

instalaciones, de métodos farmacopeicos verificados y métodos propios previamente 

validados, de reactivos en cuya etiqueta deberá hallarse la identificación del 

contenido del envase, su concentración o título, la fecha de preparación, de 

valoración y de vencimiento, así como las condiciones de almacenamiento. En lo 

que concierne a equipos deberán estar pertinentemente verificados, limpios y con un 

mantenimiento actualizado. Todo estará documentado o registrado. Por lo que es de 

vital importancia llevar al día Procedimientos Operativos Estándar, que son 

documentos que describen como llevar a cabo ciertas actividades o ensayos de 

rutina18.   

2.2.5 Control de Calidad 

Conjunto de procedimientos técnicos y actividades para muestreo, análisis que 

incluye la emisión de certificado de análisis para asegurar que los insumos, 

materiales y productos, del proceso de análisis, cumplen con las especificaciones 

preestablecidas para identidad, potencia, pureza y otras características que sean 

requeridas19.   

El área de Control de Calidad debe ser independiente de otras áreas, en particular del 

área de Producción, y estar bajo la tutela de una persona calificada y experimentada. 

Debe contar con recursos suficientes para asegurar que los procedimientos de control 

de calidad pueden efectuarse con eficacia y confiabilidad18. 

No sirve de nada tener habilitado un laboratorio o un área de control de calidad que 

detecte todos los defectos de un lote de medicamentos, si la producción es deficiente 

en sí misma y en consecuencia ese medicamento no cumplirá con su principal 

objetivo: llegar a manos de un paciente ofreciéndole eficacia y seguridad18. 
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2.2.6. Método analítico 

Descripción detallada de las pautas indispensables para ejecutar cada prueba o 

ensayo analítico. Esto puede incluir, pero no está limitado a la muestra, el estándar 

y a la preparación de reactivos, el uso de equipos, la generación de la curva de 

calibración, el uso de las fórmulas para el cálculo, entre otros3.  

Los métodos analíticos que no son de referencia farmacopeica deben ser validados 

de acuerdo a un protocolo de validación que incluye los parámetros de desempeño 

analítico que tienen que ser verificados para los diferentes tipos de procedimientos 

analíticos2. 

Un cambio relevante en el procedimiento para análisis o en la formulación del 

producto ensayado o en la síntesis del principio activo, necesitaría revalidación del 

procedimiento analítico en los parámetros de desempeño que se considere crítico2. 

La técnica analítica validada del producto terminado será válida tanto para el 

producto que se comercializa bajo la denominación DCI o bajo denominación de 

marca, considerando que ambas fórmulas contienen la misma composición 

cualitativa y cuantitativa19. 

2.2.7. Valoración microbiológica de antibióticos 

Las valoraciones microbiológicas son un caso peculiar de valoración biológica. 

Consisten en cuantificar la potencia o actividad de un determinado principio activo 

comparando las concentraciones de una muestra y de una preparación patrón o de 

referencia que produce el mismo efecto, obteniéndose así la potencia relativa 

cuantitativa. Basado en la comparación cuantitativa de la inhibición del crecimiento 

de un microorganismo de ensayo en un medio adecuado, producida como mínimo en 

dos preparaciones, de las cuales una es el estándar, el microorganismo debe ser 

susceptible al antibiótico a valorar y el medio de cultivo permitir un crecimiento rápido 

y abundante en ausencia del antibiótico20.

En los antibióticos puede tenerse leves cambios químicos que derivan en la 

disminución de la actividad antimicrobiana que no puede mostrarse por métodos 

químicos, debido a esto, en caso de duda respecto a la actividad de un antibiótico los 

métodos de valoración microbiológica predominan sobre los métodos químicos21. 
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2.2.7.1. Valoración en Cilindro-Placa 

Se basa en la difusión del antibiótico desde un cilindro vertical a través de una 

capa de agar solidificado en placa Petri. El crecimiento del microorganismo 

específico inoculado en agar resulta inhibido en un área circular o zona en 

torno al cilindro que contiene la solución del antibiótico22. 

Este método es el más utilizado dada su exactitud y sensibilidad; puesto que, 

a través de una capa de agar solidificada en una placa de Petri hasta inhibir 

totalmente el crecimiento del microorganismo añadido en el medio de cultivo, 

en un área circular o zona de inhibición entorno al cilindro que contiene una 

solución del antibiótico. Las diferentes respuestas obtenidas (diámetros de los 

halos de inhibición) son proporcionales a las dosis de antibiótico utilizadas. 

El tamaño de los halos de inhibición queda definido por la sensibilidad del 

microorganismo, su estado fisiológico, y número de células viables; el tipo de 

medio de cultivo (incluyendo el espesor del medio en la placa), las 

condiciones de incubación, fundamentalmente la temperatura, la velocidad de 

difusión de la sustancia y su concentración20. 

       2.2.7.2. Microorganismo de prueba 

Los microorganismos de ensayo codificados en las farmacopeas pueden ser 

bacterias y hongos, preferentemente no patógenos20. 

El microorganismo de ensayo para cada antibiótico se lista en una tabla para 

la valoración en cilindro-placa. Los microorganismos de prueba se especifican 

mediante su codificación en la American Type Culture Collection (Colección 

de Cultivos tipo de los Estados Unidos o ATCC)22.   
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En la Figura 2. Se observa los microorganismos de prueba y condiciones de 

incubación que se deben aplicar para la valoración microbiológica 

dependiendo el analito en estudio22. 

          Figura 2.  Lista de Organismos de Prueba para Antibióticos22. 

2.2.8. Validación de métodos analíticos 

La totalidad de la metodología analítica usada para análisis debe ser apropiada para el 

uso al que están propuestos, lo cual se evidencia por medio de la validación o 

verificación en caso de métodos farmacopeicos23. 

2.2.8.1. Objetivos de la validación24. 

 Evidencia que los métodos son óptimos para los ensayos propuestos en las

condiciones predeterminadas. La validación es el instrumento que

proporciona las evidencias documentarias.

 Labora con métodos que sean confiables y seguros en los resultados, lo cual

conllevara a disminuir el número de errores y repeticiones, obteniendo un

significativo ahorro de costos.

 Labora con métodos validados, permite no solo la competencia técnica del

método sino incluso cumplir con las exigencias legales tanto del registro

sanitario de especialidades farmacéuticas como el de las buenas prácticas de

laboratorio, cuya finalidad es garantizar la calidad y eficacia del producto.



13 

2.2.8.2. Categorías de los métodos analíticos23. 

En la validación de los métodos analíticos debe tenerse en consideración las 

siguientes categorías:  

1. Categoría I: Pruebas cuantitativas del contenido del principio activo, son

procedimientos químicos o microbiológicos que miden el analito presente en

una muestra determinada.

2. Categoría II: Pruebas para la determinación del contenido de impurezas o de

valores límites para el control de impurezas.

3. Categoría III: Son pruebas fisicoquímicas que miden características propias del

desempeño del medicamento. Las características de la validación son

diferentes a las de las otras pruebas, aunque las pueden incluir.

4. Categoría IV: Pruebas de identificación. Aquellas que se realizan para asegurar

la identidad de un analito en una muestra.

5. Pruebas microbiológicas: Aquellas que se ejecutan para garantizar la calidad

microbiana del medicamento.

En la Figura 3. Se observa los parámetros que se deben evaluar para la validación 

del método analítico dependiendo en que categoría se encuentre el ensayo en 

estudio23. 

Figura 3.  Categorías para la Validación de Métodos analíticos23.  
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2.2.8.3. Parámetros de validación 

1. Exactitud:

Manifiesta la cercanía entre el valor que es aceptado comúnmente como 

valor verdadero, valor nominal, teórico o un valor de referencia y el valor 

encontrado experimentalmente. Capacidad del método analítico para 

suministrar resultados lo más cercanos posibles al valor teórico o nominal. 

En microbiología se define como el porcentaje de recuperación frente al 

valor del inóculo24.  

2. Precisión:

Aptitud de un método para suministrar resultados próximos entre sí. Grado 

de dispersión de los resultados analíticos, respecto a su valor medio. Se 

pueden estudiar a dos niveles: 

a) Repetibilidad: Evalúa la precisión del método efectuando una serie de

análisis sobre la misma muestra en las mismas condiciones operativas

(aparatos, reactivos, analista) en un mismo laboratorio y en un periodo

de tiempo corto.

b) Precisión intermedia: Evalúa la precisión del método frente a variaciones

internas del laboratorio (Analista, día, instrumento, etc) Es la precisión

intralaboratorio24.

3. Selectividad y Especificidad:

Aptitud de un método analítico para medir y/o determinar simultáneamente o 

independientemente los analitos de interés, de manera inequívoca, en 

presencia de otras sustancias que pueden estar presentes en la muestra 

repetidamente, el término especificidad se emplea como sinónimo de 

selectividad. 

Este parámetro debe ser determinado previo a empezar un estudio de cualquier 

otro parámetro de validación, debido a que debe comprenderse en qué grado 

la respuesta del método es exclusivamente proporcionada por el analito, sin 

injerencia de otras sustancias relacionadas con el de una u otra forma24.  
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4. Linealidad:

Aptitud del método para suministrar resultados que son directamente (o por 

medio de transformaciones matemáticas) proporcionales a la concentración 

del analito en la muestra dentro de un determinado rango. Para validación de 

una valoración de antibióticos consisten en: 

1. Mostrar que la recta de regresión construida con el logaritmo de la dosis

de antibiótico patrón y la respuesta cumple con los parámetros de

regresión lineal y análisis de variancia.

2. Evidenciar que las dos rectas (Patron y problema) cumplen con el test de

coincidencia24.

5. Rango Es una expresión de los valores mínimos y máximos de analito que

han demostrado ser determinados en el producto. El rango especificado es 

normalmente derivado de estudios de linealidad22. 
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III.  MATERIALES Y MÉTODOS

3.1. Tipo de estudio 

La presente tesis es de orientación aplicada, experimental y cuantitativa, debido a que los datos 

proporcionados al evaluar los parámetros para la validación, son analizados para verificar si el 

método analítico es reproducible.  

3.1.1. Diseño de investigación 

       Observacional, Longitudinal y Prospectivo 

3.2. Muestra 

 Producto Dermolab NF crema, cincuenta (50) tubos colapsibles x 10g.

 Placebo de Betametasona 50mg + Clotrimazol 1g + Gentamicina 0,1g/100g crema

 Gentamicina Sulfato (Estándar de Referencia de USP), Frasco ámbar x 200mg.

 Cepa Microbiológica, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228.Segundo Pasaje.

3.3. Criterios de inclusión y exclusión 

3.3.1. Criterios de inclusión: 

1. Producto Dermolab NF crema, que posee las características que declara Laboratorios

Vitapharma S.A.C

2. Estándar de referencia de USP, con fecha vigente y con certificado de calidad del proveedor.

3. Cepa Microbiológica, con fecha vigente, con pruebas de promoción de crecimiento, con

certificado de calidad del proveedor.

3.3.2. Criterios de exclusión : 

1. Aquel que no cumpla las características señaladas en criterios de inclusión.
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3.4. Metodología 

 Se aplicó la metodología que indica USP 41 en el capítulo <81> Antibióticos-Valoraciones

Microbiológicas y los parámetros que indica AEFI para evaluar la validación de valoración de

Antibióticos por método Microbiológico de cilindro-placa; se realizaron algunas modificaciones,

cuyo fin es reducir el procedimiento hasta donde sea viable, de tal forma que se pueda trabajar

adecuadamente con los recursos que cuenta el laboratorio.

 El Laboratorio de Control de Calidad Microbiológico de Laboratorios Vitapharma S.A.C generó

un protocolo de validación de técnica analítica de cuantificación de gentamicina en el Producto

Dermolab NF crema el cual se realizó en base a la técnica analítica TPT-CDC-524 “Dermolab

NF Crema (Betametasona 0,05g + Clotrimazol 1g + Gentamicina 0,1g crema)”, siendo el punto

de Gentamicina Sulfato no validada.

 Estos ensayos se llevaron a cabo en las salas de Microbiología del área de Control de Calidad de

Laboratorios Vitapharma S.A.C.

3.4.1. Valoración microbiológica 

3.4.1.1. Materiales  

a) Matraces volumétricos (Fiolas) de 10 mL, 100 mL y 1000 mL

b) Pipeta volumétrica de 2 mL, 4 mL. y pipeta graduada de 5 mL y 10 mL.

c) Probeta graduada de 25mL, 100 mL y 1000 mL.

d) Peras de separación de 250 mL

e) Cilindros de acero inoxidable de 8 + 0,1mm de diámetro externo, de 6 + 0,1mm de diámetro

interno, de 10 + 0,1 mm de altura, estériles.

f) Frasco de vidrio: 250 mL y 500 mL y frasco Roux estéril

g) Pinzas estériles y espátula.

h) Alcohol 70% y 96%.

i) Placas Petri desechables de 20 mm x 90 mm

j) Perlas

k) Bagueta de vidrio

l) Asa de siembra

m) Algodón

n) Guantes estériles.

o) Jeringas descartables de 3mL, 5mL, y 10mL.

p) Tips estériles de: 10-100 µL y 100-1000 µL
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3.4.1.2. Reactivos y/o Productos 

REACTIVO / PRODUCTO MARCA LOTE FECHA DE 

EXPIRA 

Estándar:  

Gentamicina sulfato 
USP R084Q0 Vigente 

Placebo de  

Betametasona 50 mg + 

Clotrimazol 1 g + Gentamicina 

0,1 g/100 g Crema 

Fabricado por: 

Laboratorios 

Vitapharma SAC 
1110427P 2018-11-31 

Betametasona 50 mg  + 

Clotrimazol 1 g + Gentamicina 

0,1 g/100 g Crema 

Laboratorios 

Vitapharma SAC 
1080418P 2020-08-31 

Staphylococcus epidermidis 

ATCC 12228, 2° Pasaje  
Microbiologics 371-272 2019-10-31 

Agar Antibiótico Nº 1 Merck VM744572 2021-05-11 

Agar Antibiótico Nº 11 Liofilchem 111816511 2020-11-17 

Cloroformo p.a. J.T. Baker X27C56 2022-06-28 

Fosfato Monobásico de potasio 

p.a.  
Merck AM1090173 2021-11-30 

Fosfato Dibásico de potasio p.a. Merck AM0840604 2020-04-30 

Ácido Fosfórico 85% p.a. Merck K47453273 2021-01-31 

Cloruro de sodio p.a. J.T. Baker V13C76 2019-01-31 

Hidróxido de Sodio  Macron 162881 2019-07-12 

Ácido Clorhídrico J.T. Baker X45C16 2022-11-08 

Hidróxido de Potasio   Merck B1472533 2020-07-31 
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3.4.1.3. Equipos 

EQUIPO MARCA MODELO CODIGO 
ULTIMA 

CALIBRACIÒN 

/CALIFICACIÒN 

Balanza Analítica Mettler XPE205 0605D0403 
Agosto-2018 

Balanza Analítica Radwag XAG0/220/X 0604D0401 
Marzo-2018 

Balanza UWE DM-1100 0603D0401 
Marzo -2018 

Incubadora Binder  BD53 0603D2904 
Julio -2018 

Incubadora Boxun SPX-150B-Z 0603D 
Agosto-2018 

Flujo Laminar Boxun N.I 0603D2501 
Agosto-2018 

Refrigeradora Samsung RT43ENSW 0603H0336 
Junio-2018 

Autoclave Gemmy SA-300VF 0603D0303 
Julio -2018 

Autoclave Raypa AES-75 0603D0304 
Agosto-2018 

Autoclave Jibimed TM-XA24D 0603D0305 
Agosto-2018 

Vernier Caliper --- 0603D6501 
Octubre -2017 

Baño María Memmert WNB22 0607D7501 
Agosto-2018 

pH metro Ohaus  
STARTER 

300 
0603D8001 

Abril-2018 

Ultrasonido  Branson CPX8800H 0607D7102 
Octubre -2017 

Micropipeta  

10 – 100 L 
Capp IE14064 0603P0103 

Noviembre-2017 

Micropipeta   

100 – 1000 L 
Capp JA10659 0603P0104 Noviembre -2017 

Estufa Boxun GR-30 0605D2201 
Julio -2018 

 La preparación de la solución buffer, medios de cultivo se realizó acorde a lo estipulado

en el capítulo <81> Antibióticos-Valoraciones Microbiológicas de la USP 4122.
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3.4.1.4. Preparación de estándares 

 Se transfirió aproximadamente una cantidad de Estándar de Gentamicina Sulfato

equivalente a 10 mg de Gentamicina (el peso dependerá de la potencia del estándar

utilizado), pesados con exactitud, a una fiola de 10 mL, disolver y enrasar a volumen con

Solución Amortiguadora N.º 3; mezclar (Concentración de Solución Madre = 1 mg/mL).

Esta solución puede mantenerse refrigerada durante 7 días.

 Se traspasó 4,0 mL de la solución madre a un fiola de 10 mL, enrasar a volumen con

Solución Amortiguadora Nº 3 y homogenizar. A partir de esta solución preparar 5

diluciones (S1–S5), con un aumento de concentración entre diluciones sucesivas, en una

proporción de 1:1,25 de la siguiente manera: Transferir cada uno de los siguientes

volúmenes S1=64 uL, S2=80 uL, S3=100 uL, S4=125 uL y S5=156 uL a una fiola de 100

mL, enrasar a volumen con Solución Amortiguadora N.º 3 y mezclar (Concentración final

S3 = 0,4 ug/mL), lo anteriormente expuesto, se puede visualizar en la Figura 4.

Figura 4.  Preparación de Estándares de Gentamicina Sulfato 
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3.4.1.5. Preparación de muestras 

 Se pesó aproximadamente 1 g de muestra (equivalente a 1 mg de Gentamicina)

trasladándolo a una pera de separación. Agregando 30 mL de cloroformo y agitando hasta

desintegrar completamente la muestra; luego agitar mecánicamente por 10 minutos y

extraer con 4 porciones de 20 mL de Solución Amortiguadora Nº 3. Unir los extractos

acuosos en una fiola de 100 mL, enrasar a volumen con Solución Amortiguadora Nº 3 y

homogenizar. Traspasar 4,0 mL de esta solución a una fiola de 100 mL, enrasar a volumen

con Solución Amortiguadora Nº 3 y homogenizar.

 Preparar las muestras por duplicado. (Concentración final Mx = 0,4 ug/mL), lo

anteriormente expuesto, se puede visualizar en la Figura 5.

Figura 5.  Preparación de Muestras del producto Dermolab NF crema 
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3.4.1.6. Preparación de inóculo 

 De un cultivo proveniente del tercer pasaje de Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 en

tubo inclinado (aproximadamente 8 mL de Medio Nº1) de 24 horas de crecimiento de 32ºC a

35ºC, suspender en microorganismo con 3 mL de Solución Salina SR estéril22.

 Se esparció la suspensión salina sobre la superficie de un frasco Roux que contenga 250 mL

de Medio Nº1. Incubar de 32ºC a 35ºC por 24 horas22.

 Después de incubar, recolectar el microorganismo del frasco de vidrio con alrededor de 50

mL de Solución Salina SR estéril, usando perlas de vidrio estériles. Pipetear y trasladar la

suspensión a un frasco de vidrio estéril. Ésta es la suspensión madre22.

 Se preparó el inóculo agregando 30 uL de suspensión madre a un frasco de vidrio que contenga

100 mL de Medio Nº 11 que se ha fundido y enfriado a 45ºC – 50ºC.

 Agitar la mezcla por rotación suave sin crear burbujas hasta obtener una suspensión

homogénea, lo anteriormente expuesto, se puede visualizar en la Figura 6.

 Se consideró como cantidad apropiada de suspensión madre en el medio N°11 para la

preparación del inóculo, cuando resulten en zonas satisfactorias de inhibición de

aproximadamente 14-16mm de diámetro para la mediana de la concentración estándar (S3);

cuando los tamaños de las zonas de inhibición están fuera del intervalo de 11 a 19 mm no son

apropiados, debido a que favorecen a la variabilidad de la valoración22.

Figura 6.   Preparación de Inóculo de Staphylococcus epidermidis 
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3.4.1.7. Análisis 

 Se procederá de acuerdo a lo estipulado en la monografía <81> Antibióticos-Valoraciones

Microbiológicas de la USP 41.

 Se agregó 200 uL a los 6 cilindros en cada placa Petri con diluciones que contienen los niveles

de prueba (S1 – S5 y Mx) de la siguiente manera: Para derivar la curva estándar, colocar el

volumen indicado en cilindros alternos en 3 placas petri con la dilución del estándar (S3) y cada

uno de los nueve cilindros remanentes con la dilución del estándar (S1), la distribución que

tuvieron las placas se puede visualizar en la Figura 7.

     Figura 7.   Distribución de Muestra y Estándar en Cilindros en placa.   

 Volver a realizar el proceso para las otras tres diluciones de prueba del estándar (S2, S4 y S5).

Para la muestra, colocar el volumen indicado en cilindros alternos en tres placas con la dilución

del estándar (S3) y cada uno de los nueve cilindros remanentes con la dilución de muestra (Mx)

e incubar de 36-37.5°C durante 16-18 horas, tal como se indica en la Figura 8.

 Los cálculos de la potencia del antibiótico se realizaron de acuerdo a la estipulado en el capítulo

<81> Antibióticos-Valoraciones Microbiológicas de la USP 4119.
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       Figura 8. Distribución de placas con diluciones que contengan los niveles de prueba.      
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3.4.1.8. Criterios de aceptación 

Para la lectura de los halos se tuvo en consideración que todos los halos de inhibición 

presentaron una forma circular y bordes bien definidos. Para la lectura de los estándares y la 

muestra, el valor máximo aceptable para la desviación estándar relativa no debe ser mayor de 

10%, si sobrepasa este máximo los datos no serán adecuados y deberá realizarse un nuevo 

ensayo. El promedio de las muestras debe estar dentro del siguiente rango: 0,090 g – 0,135 g 

(90,0%-135,0%). 

3.4.2. Metodología para evaluar parámetros para validación 

Dentro de los parámetros considerados para la Validación se ha contemplado lo indicado en la 

Tabla 1: 

    Tabla 1. Parámetros a validar en el método analítico 

3.4.2.1. Selectividad y Especificidad 

Tanto la muestra, principio activo y placebo fueron sometidos a condiciones de degradación 

forzada (Trabajar por duplicado).  

Los ensayos se efectuaron en las condiciones de análisis que se indican, y fueron preparados 

a la concentración teórica tal como se indica en el método de análisis para la Cuantificación 

de Gentamicina en DERMOLAB NF Crema, de acuerdo a la Tabla 2: 

Tabla 2. Condiciones de la muestra para ensayo de selectividad y especificidad 

PARÁMETROS A VALIDAR 

Selectividad y Especificidad Exactitud 

Linealidad Precisión 

Rango 

PRUEBA 
          SOLUCION 

REACTIVO 

TEMPERATURA/ 

TIEMPO DE EXPOSICION 

Termólisis Diluyente 90 °C /30 minutos 

Acelerada Diluyente 105 °C / 4 horas 
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Se prepararon las muestras, principio activo y placebo tal cual, cada una por duplicado y según el 

método analítico. 

3.4.2.2. Exactitud   

Este parámetro se evaluó empleando el método de placebo cargado, que consiste en agregar 

una porción de analito sobre el placebo, similar a la concentración teórica del analito en 100 

g de crema, esto es, 0,1 g de Gentamicina. La adición del principio activo se hizo en tres 

niveles de concentración los cuales fueron: 80%, 100% y 150%, tal como se indica en la 

Tabla 3 y tres determinaciones repetidas de cada concentración. Dichas muestras se realizaron 

por triplicado por cada concentración. 

Tabla 3. Condiciones del estándar y muestra para ensayo de exactitud  

* Se utiliza el principio activo Gentamicina sulfato.

Nota: El placebo corresponde a los excipientes a excepción del principio activo

Gentamicina sulfato.

Con los resultados conseguidos se comprobó que se cumple los parámetros estadísticos que 

definen la exactitud:  

 Homogeneidad de varianzas

 Test T de Student

 Determinación del sesgo o error determinado

3.4.2.3. Linealidad 

Para evaluar este parámetro se preparó curvas de calibración del principio activo empleando 

estándares de referencia y de muestra de producto terminado, correspondientes a las 

concentraciones de: 64%, 80%, 100%, 125% y 156%, de acuerdo a como se indica en la Tabla 

Porcentaje 

Peso teórico* 

equivalente a 

Gentamicina 

(mg) 

Volu

men 

Fiola 

(mL) 

Volume

n 

dilució

n (mL) 

Peso 

Placeb

o 

(g) 

Volume

n Fiola 

(mL) 

Volume

n 

dilució

n (mL) 

Volume

n Fiola 

(mL) 

Conc. Teórica 

Gentamicina 

(g/mL) 

80 8,00 50 5,0 1,0000 100 4,0 100 0,320 

100 10,00 50 5,0 1,0000 100 4,0 100 0,400 

150 15,00 50 5,0 1,0000 100 4,0 100 0,600 
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4. Posteriormente se compararon la curva del estándar con la del producto para ver si existe

coincidencia entre ambas. 

Las muestras se analizaron de acuerdo al método analítico, dichas muestras se realizaron por 

sextuplicado por cada concentración. Para el análisis de este parámetro se empleó también el 

programa Stat Plus. 

Tabla 4. Condiciones del estándar y muestra para ensayo de linealidad 

A. Con estándar de Gentamicina sulfato 

B. Con muestra de Producto Terminado 

Con lo cual se demostró: 

 La recta de regresión construida con el logaritmo de la dosis del antibiótico patrón

y la respuesta cumplió los parámetros de regresión lineal y análisis de varianza.

 Así mismo se efectuó el ensayo de comparación de las rectas patrón-problema.

Porcen
taje 

Peso 
teórico* 

equivale
nte a 

Gentami
cina 
(mg) 

Volu
men 

Fiola 

(mL) 

Volu
men 
diluci

ón 
(mL) 

Volu
men 

Fiola 

(mL) 

Volu
men 
diluci

ón 

(L) 

Volu
men 

Fiola 

(mL) 

Conc. 
Teórica 

Gentamic
ina 

(g/mL) 

64 10,00 10 4,0 10 64 100 0,256 

80 10,00 10 4,0 10 80 100 0,320 

100 10,00 10 4,0 10 100 100 0,400 

125 10,00 10 4,0 10 125 100 0,500 

156 10,00 10 4,0 10 156 100 0,624 

Porcen
taje 

Peso 
teórico* 

equivalen
te a 

Gentamic
ina (mg) 

Volu
men 
Fiola 

(mL) 

Volu
men 
diluci

ón 
(mL) 

Peso 
Placeb

o 

(g) 

Volu
men 
Fiola 

(mL) 

Volu
men 
diluci

ón 
(mL) 

Volu
men 
Fiola 

(mL) 

Conc. 
Teorica 
Gentami

cina 

(g/mL) 

64 6,40 50 5,0 1,0000 100 4,0 100 0,256 

80 8,00 50 5,0 1,0000 100 4,0 100 0,320 

100 10,00 50 5,0 1,0000 100 4,0 100 0,400 

125 12,50 50 5,0 1,0000 100 4,0 100 0,500 

156 15,60 50 5,0 1,0000 100 4,0 100 0,624 
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3.4.2.4. Precisión 

Se evaluó con referencia a los resultados alcanzados en la Repetibilidad y la precisión 

intermedia: 

1. Repetibilidad

La verificación partió de una mezcla homogénea de crema realizada con las muestras a ensayar 

(muestra de concentración conocida). Se preparan 9 muestras independientes, según se indica 

en la técnica analítica. 

2. Precisión intermedia

Tal como en la repetibilidad se inició de una mezcla homogénea de las muestras a ensayar 

(mismo lote de repetibilidad) y se prepararon 9 muestras individuales, según se indica en la 

técnica analítica. 

En base a los resultados se calculó: 

 Coeficiente de Variación

 La tolerancia, que expresa la variabilidad de método respecto al intervalo entre la

especificación superior e inferior.

3.4.2.5. Rango 

Se evaluó los resultados de linealidad, exactitud y precisión. 

3.4.2.6. Criterios de aceptación 

Los criterios de aceptación para la validación del método analítico en estudio se describen en 

la Tabla 5.  
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Tabla 5. Criterios de aceptación para validación del método analítico  

PARAMETRO ESPECIFICACIÓN 

  ESPECIFICIDAD 

Placebo: El resultado no es cuantificable 

Estándar: No presenta interferencia 

Muestra: No presenta interferencia 

PARAMETRO ESPECIFICACIÓN 

  LINEALIDAD 

“r2”: mínimo 0,95 

y = bx + a 

Análisis de varianza – F1: p < 0,05 (significativo) 

Análisis de varianza – F2: p > 0,05 (no significativo) 

Normalidad de los residuales: Debe cumplir 

Homogenidad de los residuales: Debe cumplir 

Test de Coincidencia (Conjunto): Fexp < Ftabla

PARAMETRO ESPECIFICACIÓN 

EXACTITUD 

Porcentaje de recuperación: 95% - 105% 

Coeficiente de variación (CV): no mayor a 10% 

Homogenidad de Varianzas: Gexp < G tabla 

Sesgo: < 3% 

Test de T de Student: Texp < T table 

PRECISION 

Repetibilidad: 

Coeficiente de variación (CV): < 5% 

Tolerancia: < 30% 

Precisión Intermedia 

Coeficiente de variación (CV): < 5% 

Tolerancia: < 30% 

Coeficiente de variación (CV) entre 2 analistas: no mayor a 6% 

RANGO  64% - 156% de Gentamicina 

  Fuente: Adaptación a los parámetros solicitados por AEFI24. 
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3.5. Instrumentos y procedimientos de recolección de datos 

3.5.1. Técnica operatoria 

Se parte de lo estipulado en el capítulo <81> Antibióticos-Valoraciones Microbiológicas 

de la USP 41. y lineamientos de validación según AEFI. 

3.5.2. Instrumentos 

El instrumento para recolectar datos es un formato denominado “FOR-CDC-087” 

Reporte de Valoración Microbiológica”, lo que es una hoja de cálculo de Excel de 

Microsoft, así mismo se ha generado plantillas de Excel para cada parámetro a analizar 

para la validación del método analítico. 

3.5.3. Procedimiento de recolección de datos 

Recolección de datos, mediante la lectura de los halos de inhibición que se obtuvieron 

en cada placa de ensayo, usando la técnica de valoración microbiológica, que se está 

validando.  

3.5.4. Procesamiento de datos 

 Se empleó Microsoft Excel 2016 y para Linealidad de método los datos han sido

evaluados por StatPlus.

 Para realizar el procesamiento estadístico de los resultados y estimar

cuantitativamente en base a los datos conseguidos mediante la medición de halos se

procedió a interpolar con la curva de estandarización.

 Se trazó la curva empleando los promedios de todas las mediciones y una

transformación logarítmica de las concentraciones en relación a la medición de halos

de inhibición.

 Se utilizó el método de línea recta mediante el procesamiento de mínimos cuadrados

y se realizó una plantilla para cada parámetro a validar, para corroborar la relación

entre las concentraciones y los valores obtenidos.
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IV. RESULTADOS

4.1. Análisis de datos obtenidos 

El presente informe de validación, presenta y documenta los resultados  obtenidos de todas 

las determinaciones de cada parámetro durante el proceso de validación del Método 

microbiológico de Cuantificación de Gentamicina del producto farmacéutico Dermolab NF 

Crema (Betametasona 0,05g+ Clotrimazol 1g + Gentamicina 0,1g /100g crema) por 

Método Microbiológico (Valoración en Cilindro-Placa), demostrando que este método 

analítico, realizándose de acuerdo a lo previamente diseñado y establecido, es adecuado 

para el propósito deseado mediante el cumplimiento de los parámetros determinados en la 

presente tesis, que servirá como sustento para presentarlo a la autoridad nacional del 

medicamento . 

    4.1.1. Resultados de ensayo de selectividad y especificidad 

Tabla 6. Resultados de selectividad y especificidad del método 

a) Análisis de resultados

En la Tabla 6, se presentan los resultados del ensayo realizado para evaluar el parámetro 

de selectividad y especificidad del método analítico acorde a lo establecido en las 

condiciones de degradación estipulada en la Tabla 2, en donde tanto las muestras, el 

placebo y el principio activo fueron sometidas a condiciones externas de exposición a 90 

PARÀMETRO DE 

VALIDACIÒN  
ESPECIFICACIÒN RESULTADO 

ESPECIFICIDAD 

Y/O 

SELECTIVIDAD 

 PLACEBO: No es

cuantificable.

 ESTÁNDAR: No presenta

interferencia.

 MUESTRA: No presenta

interferencia.

   CONFORME

CONFORME

  CONFORME 
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°C por 30 minutos (Termólisis) y 105 °C por 4 horas (Acelerada); a su vez también se 

trabajaron en condiciones normales. 

En el caso de las muestras placebo en condiciones tal cual, termólisis y acelerada, tal 

como se presenta en la Tabla 7, no se evidencio difusión de la sustancia en el medio de 

cultivo, es así que no aparecieron los halos de inhibición de crecimiento bacteriano, de 

manera que, no hubo respuesta cuantificable, siendo esto un dato importante ya que se 

demuestra que no hay interferencia durante el desarrollo de la técnica a validar. 

     Tabla 7. Selectividad y especificidad del método-placebo 

En referencia a los ensayos realizados al principio activo en condiciones tal cual, 

termólisis y acelerada, se evidencia en los resultados obtenidos que no presentan 

interferencia para la recuperación de gentamicina , tal como se evidencia en la Tabla 8 

obteniéndose el valor más bajo de porcentaje de recuperación del analito (73,977%) en 

las muestras sometidas a condiciones de 105 °C por 4 horas (Acelerada), de acuerdo al 

dato anterior podemos decir que hay una disminución de la actividad microbiana por 

efecto de la degradación de la gentamicina sulfato. 

En los ensayos realizados a las muestras de Dermolab NF crema en condiciones tal cual, 

termólisis y acelerada, se evidencia en los resultados obtenidos en la tabla 9, que la 

muestra no presenta interferencia para la recuperación de gentamicina, obteniéndose el 

valor más bajo de porcentaje de recuperación del analito (68,787 %) en las muestras 

sometidas a condiciones de 105 °C por 4 horas (Acelerada), de acuerdo al dato anterior 

podemos decir que hay una disminución de la actividad microbiana por efecto de la 

degradación de la gentamicina sulfato. 
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         Tabla 8. Selectividad y especificidad del método-principio activo 

        Tabla 9. Selectividad y especificidad del método-muestra 
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4.1.2. Resultados de ensayo de linealidad 

Tabla 10. Resultados de linealidad del método 

PARÀMETRO 

DE 

VALIDACIÒN 

ESPECIFICACIÒN RESULTADO 

LINEALIDAD 

A: ESTÁNDAR 

 “r2”: mínimo 0,95

 y =   bx + a

 Análisis de varianza - F1: P < 0,05

(significativo)

 Análisis de varianza - F2: P > 0,05

(no significativo)

 Normalidad de los residuales:

Debe cumplir

 Homogenidad de los residuales:

Debe cumplir

    r2 = 0,97884 

y = 5,25608X + 

20,18847 

    F1: P = 0,000 < 0,05 

F2: P = 0,317 > 0,05 

Ver Figura 9. de

Normalidad de los

residuales: Cumple 

     Ver Figura 9. de

Homogenidad de los

residuales: Cumple 

      LINEALIDAD  

B: MUESTRA 

 “r2”: mínimo 0,95

 y =   bx + a

 Análisis varianza - F1: P < 0,05

(significativo)

 Análisis varianza - F2: P > 0,05

(no significativo)

 Normalidad de los residuales:

Debe cumplir

 Homocedasticidad de los 

residuales: Debe cumplir

C: ESTÁNDAR Y MUESTRA 

 Test de Coincidencia (conjunto):

Coincidencia de pendientes: Fexp <

Ftabla

Coincidencia de interceptos: Fexp <

Ftabla

    r2= 0,97026 

y =   5,08193X + 

20,08982 

F1: P = 0,000 < 0,05 

F2: P = 0,431 > 0,05 

Ver Figura 10. de 

Normalidad de los 

residuales: Cumple 

Ver Figura 10. de 

Homocedasticidad de los 

residuales: Cumple 

1,38024 < 3,4668 

0,27988 < 3,4668 
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Figura 9.   Resultados de Normalidad de Residuales y Homocedasticidad de los residuales del 

Estándar. 

Figura 10.   Resultados de Normalidad de Residuales y Homocedasticidad de los residuales de la 

muestra. 

 Análisis de resultados

En la Tabla 10, presentan los resultados del ensayo realizado para evaluar el parámetro de 

linealidad del método analítico de acuerdo a las condiciones dadas en el Tabla 4. 

En donde se puede observar que el coeficiente de determinación de muestra es de 0,97026 y 

0,97884 del estándar, lo cual nos demuestra que está acorde con el criterio de aceptación que 

debe ser mínimo 0,95, y que coexiste  una dependencia total entre ambas variables denominada 

relación directa: cuando el halo tiene un mayor diámetro (mm) la concentración (ug/mL) del 

principio activo es mayor, es decir cuando una variable aumenta, la otra también lo hace en 

idéntica proporción. 
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El análisis de varianza F1 con un resultado de 0, 000 tanto de la muestra como del estándar está 

cumpliendo con el criterio de aceptación que debe ser menor a 0,05.  

El análisis de varianza F2 para la muestra es de 0,431 y de 0,317 del estándar, resultados que se 

encuentran superiores al criterio de aceptación que nos indica que debe ser mayor a 0,05. 

En lo que se refiere a Normalidad de los residuales y Homogenidad de residuales, la evaluación 

es conforme, ya que la observación de los gráficos del anexo N° 6, es conforme con el criterio 

de aceptación prediseñado.  

El Test de Coincidencia nos proporcionan datos de la muestra y del estándar, donde en las 

pendientes (Fexp < Ftabla: 1,38024 < 3,4668) y los interceptos (Fexp < Ftabla: 0,27988 < 

3,4668) no existen diferencias significativas, con lo cual se concluye que las rectas del estándar 

y la muestra son paralelas, tienen el mismo corte y son coincidentes. 

4.1.3. Resultados de ensayo de exactitud  

    Tabla 11. Resultados de exactitud del método 

PARÀMETRO DE 

VALIDACIÒN 
ESPECIFICACIÒN RESULTADO 

EXACTITUD 

 Porcentaje de recuperación: 95%-

105% 

 Coeficiente de variación (CV): no

mayor a 10%

 Homogenidad de Varianzas: Gexp <

Gtabla

 Sesgo: < 3 %

 Test T de Student: Texp < Ttabla

99,679 % 

1,258 % 

0,511 < 0,871 

1,06 % 

0,765 < 2,306 

 Análisis de resultados

En la Tabla 11, visualizamos los resultados del ensayo realizado para evaluar el parámetro de 

exactitud del método analítico de acuerdo a las condiciones indicadas en la tabla 3. 

Los porcentajes de recuperación por cada nivel estuvieron entre 98,055% y 102,040%, donde 

se obtuvo un resultado promedio de 99,679% de recuperación del activo, lo cual cumple con 

el criterio de aceptación que nos indica un porcentaje de recuperación que estipula entre 95%-

105%. 
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El coeficiente de variación (CV) de las muestras en los tres niveles de concentración (80%, 

100% y 150%), fue de 1,258 %, los cual nos indica que se encuentra dentro del criterio de 

aceptación que es de no mayor al 10%.  

En la Homogenidad de varianza, el Gexperimental es menor que el Gtabla (0,511<0,871), lo 

cual nos indica que las varianzas son homogéneas. 

El Valor obtenido del sesgo fue de 1,06%, lo cual se encuentra de los criterios de aceptación 

que indica un valor menor a 3%. 

Conforme con la prueba de T de Student se alcanzó un valor Texp: 0,765 para gentamicina, lo 

que indica que el T exp es menor que el Ttabla (2,306), por lo tanto, no se encuentra diferencia 

relevante entre la recuperación media obtenida y el 100% por lo que la exactitud es conforme. 

4.1.4.   Resultados de ensayo de precisión 

        Tabla 12. Resultados de ensayo de precisión  

PARÀMETRO 

DE 

VALIDACIÒN 

ESPECIFICACIÒN RESULTADO 

PRECISION  

Repetibilidad 

 Coeficiente de variación (CV) < 5

% 

 Tolerancia: < 30 %

Precisión Intermedia 

 Coeficiente de variación (CV) < 5

% 

 Tolerancia: < 30 %

 Coeficiente de variación (CV)

entre 2 analistas no mayor a 6% 

2,031 % 

19,153 % 

1,727 % 

16,279 % 

2,074 % 

 Análisis de resultados

En el Tabla 12, se muestran los resultados de los análisis realizados para determinar el

parámetro de Precisión (Repetibilidad y Precisión intermedia) del método analítico.

Tanto la repetibilidad como la precisión intermedia se evaluaron nueve muestras cada uno.

El resultado del coeficiente de variación (CV) que se obtuvo para la repetibilidad fue de

2,031%, y para precisión intermedia fue de 1,727%, siendo su criterio de aceptación menor a

5%, esto nos indica la precisión de estas, ya que fue realizado en diferentes condiciones, pero

con una misma muestra, con lo cual no se evidencio una diferencia significativa entre los

datos de las pruebas, siendo un método preciso.



38 

Se obtuvo como resultado para repetibilidad una tolerancia de 19,153% y para precisión 

intermedia de 16,279%, lo cual cumple con el criterio de aceptación que indica que debe ser 

menor al 30%. 

Se obtuvo un resultado de 2,074% para el coeficiente de variación (CV) entre 2 analistas lo 

cual nos indica que se encuentra dentro del criterio de aceptación que es no mayor a 6%, por 

lo cual no se evidenciaron diferencias significativas entre la media de ambos analistas, por lo 

cual, el método analítico fue repetitivo en diferentes días, en consecuencia, el método 

analítico garantiza repetibilidad en diferentes días y diferentes analistas. 

4.1.5.   Rango 

          Tabla 13.  Rango 

 Análisis de resultados

En el tabla 13, se presenta la especificación propuesta para el parámetro de Rango del método 

analítico, esto como resultante de la evaluación del parámetro de linealidad para el analito del 

producto , en el cual la mínima cantidad de gentamicina en una muestra que pueda detectarse 

y/o cuantificarse mediante la formación de halos de inhibición  es de 0,064g y la máxima es 

de 0,156 g ,esta última debido a las condiciones analíticas los halos de inhibición superiores a 

esta concentración no se evidenciaban de forma  circular y con bordes bien definidos, lo cual 

era una limitante para el cálculo de la potencia del antibiótico. 

PARÀMETRO DE 

VALIDACIÒN  

ESPECIFICACIÒ

N 
RESULTADO 

RANGO      0,064 g – 0,156 g CONFORME 
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V. DISCUSIÓN

García J, en el 20138. Realizó un estudio de investigación sobre “Determinación y cuantificación 

de Gentamicina sulfato en Multiderm Crema del Laboratorio Farmindustria S.A por Potencia 

Antibiótica”, donde indica que anteriormente realizaba ensayos de confrontación con  

Staphylococcus aureus ATCC 29737, consiguiendo  resultados insatisfactorios, por lo cual 

utilizaron como microorganismo de ensayo a Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, 

precisamente por las características propias del microorganismo , y su sensibilidad frente a la 

actividad propia del antibiótico gentamicina sulfato.  

En nuestro estudio para la validación de la Cuantificación de Gentamicina mediante el Método 

Microbiológico Cilindro-Placa en el producto terminado Dermolab NF crema (Betametasona 

0,05g+ Clotrimazol 1g + Gentamicina 0,1g/100g) de Laboratorios Vitapharma S.A.C., se empleó 

el método de difusión en agar, utilizando la cepa Staphylococcus epidermidis ATTC 12228, 

puesto que este tipo de bacterias evidencia una destacada   sensibilidad ante los aminoglucósidos, 

y también esta cepa está indicada para el análisis de este antibiótico en la monografía sobre 

valoración microbiológica en la  USP vigente22. 

García J, indica en el acondicionamiento de los estándares y las muestras se utilizó buffer N°3 a 

un pH= 8,0, ya que presentan mayor actividad a pH alcalino que en medios ácidos, potenciando 

aún más su acción ante los microorganismos8. 

Según la USP 41, para la obtención del inoculo del microorganismo de prueba, se deberá diluir 

una cantidad apropiada de la suspensión de recolección con solución salina SR, usando el 

espectrofotómetro de UV-Visible, medir el porcentaje de transmitancia a 580nm, utilizándose 

para estandarizar el volumen de suspensión de recolección agregado a la capa de agar para 

siembra22.  

Pareja L, en el 20129. Realizó su tesis sobre “Desarrollo y validación de un método analítico para 

la cuantificación de Gentamicina en un producto farmacéutico en crema por potencia antibiótica”, 

en donde para la preparación de placas de ensayo, dispensaba 21mL de Medio antibiótico N°11 

sin inoculo para la capa base y para la capa siembra utiliza 4mL que contenía un inoculo con una 

concentración de 0,04 mL por cada 100 mL de medio.  

En nuestro estudio ,para el crecimiento previo del inóculo de Staphylococcus epidermidis ATCC 

12228, se utilizó el Agar Antibiótico N°1 el cual tiene un pH de 6,6 +/- 0,1 y posterior a su tiempo 

de  incubación se procede a recolectar el microorganismo con solución salina SR, que luego fue 
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transferido 30uL de la suspensión madre a un frasco que contenga 100 mL con Medio Antibiótico  

N°11 el cual tiene un pH  de 8,3 +/- 0,1 que se utilizó dispensando 4mL  para capa siembra  en la 

placa Petri ,que sirvió  en el proceso del análisis, para esto  se preparó  previamente  la capa base 

usando 21 mL de Medio N°11 y se tuvo  consideración el nivel de la superficie del trabajo en el 

proceso del plaqueo, ya que esto era un factor que podría intervenir en la formación de los halos 

de inhibición, lo cual  demostró ser adecuado cumpliendo con los parámetros de Especificidad 

(Selectividad), Linealidad, Exactitud, Precisión (Repetibilidad y Precisión intermedia) y Rango.  

El estudio realizado por Campos A, Francisco G, en el 201325. Denominado “Validación del 

Método analítico por Espectrofotometría Infrarrojo para la cuantificación de Simeticona 40mg en 

tabletas”, se determinó que su método es selectivo ya que los excipientes de la formula no 

interfirieron en la determinación del principio activo obteniéndose como resultado 0,78%, siendo 

el máximo permitido < 2%.  

En algunas monografías, los términos especificidad y selectividad son iguales, pero en realidad 

existen diferencias. La selectividad es sometida a condiciones extremas de temperatura, luz, 

soluciones acidas y básicas 24. 

Cuando evaluamos los parámetros de Especificidad y Selectividad, de acuerdo a lo indicado en 

la Tabla 2 y  los resultados obtenidos  de acuerdo a la Tabla 6 , se muestra evidencia que las 

muestras ( Estándar , Muestra y Placebo), no resultaron ser afectadas luego de ser sometidas a 

condiciones externas, no presentando interferencias en la formación del halo de inhibición al 

cuantificar el principio activo en el estándar y muestra , en el caso del placebo los resultados no 

fueron cuantificables ya que no se observó halos de inhibición, por lo cual se puede determinar la 

especificidad del método analítico, observando la eficacia de detectar el analito de forma 

indiscutible sin injerencia  de otro compuesto y/o sustancia química que puedan estar presenten 

en las muestras. 

Al realizar la evaluación del parámetro de Linealidad, cumpliendo con lo estipulado en la Tabla 

4 y los resultados obtenidos en la tabla 10, la curva elaborada entre el logaritmo de la 

concentración en la variable independiente (X), y el diámetro del halo (mm) en la variable 

dependiente (Y), demostró ser lineal en el intervalo de concentraciones comprendidas entre 64% 

y 156%. Así mismo se evidencio como la recta de la regresión formada con el diámetro del halo 

y su respuesta en la concentración cumple con los parámetros establecidos del coeficiente de 

determinación, en la cual ninguno fue menor o igual a 0,95. 
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En el estudio realizado por Campos A, Francisco G, en el 201325. Denominado “Validación del 

Método analítico por Espectrofotometría Infrarrojo para la cuantificación de Simeticona 40mg en 

tabletas”, se determinó que su método cumple con el parámetro de linealidad, ya que demostró 

que el método produce resultados que son proporcionales a la concentración de trabajo del analito, 

en un intervalo definido de 80% a 120% con la evaluación estadística de los datos obteniendo un 

coeficiente de correlación de 0,999 lo que indica una significativa correlación lineal entre la 

concentración y el área de lectura que reporta el analito en análisis.  

Pareja L. en el 20129. En su tesis sobre “Desarrollo y validación de un método analítico para la 

cuantificación de Gentamicina en un producto farmacéutico en crema por potencia antibiótica”, 

se logra determinar que el método es exacto, ya que los resultados obtenidos durante el ensayo 

nos dan: un porcentaje de recuperación del 1 00%, un sesgo de 0,19% inferior al 3%, 

homogeneidad de varianzas de 0,073 resultado mayor a 0,05 de la especificación y por último 

obtenemos que el t-experimental es menor al t-tablas, cumpliendo con todos los parámetros 

establecidos para determinar la exactitud del método.  

En la Exactitud, se procedió a de medir la dispersión de los datos se determinó la Homogenidad 

de varianzas, la cual se realizó de acuerdo a lo indicado en la Tabla 3 y los resultados obtenidos 

que se encuentran en la tabla 11, cumple con los criterios de aceptación estipulados, así mismo 

no se obtuvo un valor de sesgo mayor al 3%, lo cual nos indica que se encuentra dentro de 

especificación. 

De acuerdo con el Test T de Student se logró un valor Texp: 0,765 para gentamicina, valor menor 

a lo que indica Ttabla, por lo tanto, o se encuentra una representativa diferencia entre la 

recuperación de la media obtenida y el 100% por lo tanto la exactitud es conforme. 

La Precisión obtenida en el Método analítico de acuerdo a los resultados obtenidos según la  tabla 

12, se evidencio que los coeficientes de variación para la repetibilidad y precisión intermedia 

fueron de 2,301% y 1,727% para cada uno, evidenciando que cumple con los criterios de 

aceptación, y el coeficiente de variación entre 2 analistas es de 2,074 % , lo cual demuestra que 

no se observan diferencias significativas , por lo cual el método analítico es  repetitivo y 

reproducible por ambos analistas y reproducible en distintos días por un mismo analista. 

Nuñera A. y Romero Sindy, en el año 201226.  Realizaron su tesis sobre “Validación del método 

analítico por Espectrofotometría UV/VIS para la cuantificación de Enalapril maleato 10mg 

tabletas recubiertas”, donde el valor del coeficiente de variación es de 0,59% siendo el valor 

máximo 2%, conforme a este resultado se observa que el método analítico aplicado es capaz de 
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dar valores cercanos entre si cuando se aplican en similares condiciones operativas por los 

analistas en distintos días.  

Por lo expuesto, se considera que este estudio es un valioso aporte, ya que al validar el método 

microbiológico cilindro-placa para la cuantificación de Gentamicina en Dermolab NF crema, se 

tendrá pruebas documentarias para cumplir con las exigencias legales y las Buenas Prácticas 

farmacéuticas, obteniendo un método ofrece confianza y seguridad en los resultados que se 

puedan emitir, y a su vez garantizando la calidad y eficacia del producto. 
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VI. CONCLUSIONES 

Se desarrolló y valido la técnica analítica para cuantificación de Gentamicina Sulfato en el 

producto Dermolab NF crema por el Método Microbiológico Cilindro-Placa. 

Se comprobó la efectividad del método microbiológico, verificando que el método 

microbiológico tiene la capacidad de proporcionar resultados confiables, cumpliendo en 

forma consistente y repetitiva los resultados, ya que se cumplió con los parámetros de 

validación establecidos para la validación de cuantificación de Gentamicina sulfato en crema. 

Se comprobó la importancia en todo proceso de validación de método analítico de los 

materiales, equipos y reactivos, lo cual nos garantizó la trazabilidad de la información y la 

evidencia documentada. 
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VII. RECOMENDACIONES

1. Los analistas que realicen los ensayos Microbiológicos en el área de control de calidad,

debe estar debidamente capacitados y entrenados para que pueda cumplir adecuadamente

sus labores y nos garantice la confiabilidad de los resultados que emita.

2. Cuando se opte por realizar una determinada validación, tener en consideración las

Normas oficiales y hacer un estudio previo de factibilidad para poder realizarlo, ya que

se debe tener en cuenta los lotes que se producen al año en el laboratorio, de lo contrario

evaluar realizar el análisis en un laboratorio externo acreditado con el cumplimiento de

las Buenas Prácticas de laboratorio.

3. Cuando se tenga un cambio en la formulación cuali-cuantitativa del producto

farmacéutico, se modifique el método analítico, equipos, se tendrá que realizar una

revalidación, que nos pueda garantizar la obtención de resultados fiables.
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ANEXO 

Anexo N°1 

MATRIZ DE CONSISTENCIA 

Planteamiento de 

Problema 

Objetivos Hipótesis  Justificación  Variable Tipo de 

Variables 

Técnicas, instrumentos de 

recolección de datos  
 

 

 

Problema General  

¿Se cumplirán los parámetros 

y especificaciones 

establecidas en las normas 

técnicas oficiales para la 

validación de un método 

analítico microbiológico  

Cilindro – Placa, para la 

cuantificación de gentamicina 

sulfato en el producto 

Dermolab NF crema de 

Laboratorios Vitapharma 

S.AC.?  

 

 

 

Objetivo General 

Realizar la Validación de 

la Técnica analítica 

microbiológica para la 

cuantificación de 

gentamicina sulfato en el 

producto Dermolab NF 

crema.  

 

Objetivos específicos  

O.E.1: Evaluar los 

parámetros para la 

Validación del Método 

Microbiológico Cilindro – 

Placa. 

 

O.E.2: Comprobar la 

efectividad de la técnica 

analítica para la 

cuantificación de 

gentamicina sulfato.   

 

 

 

Hipótesis General 

El método Microbiológico  

Cilindro – Placa para 

cuantificación de gentamicina 

sulfato en el producto Dermolab 

NF crema, proporciona resultados 

confiables, que se encuentran 

dentro de especificaciones 

señaladas en normas técnicas 

vigentes. 

 

Hipótesis Nula 

El método microbiológico 

Cilindro – Placa para 

cuantificación de Gentamicina no 

proporciona resultados confiables. 

 

      Hipótesis Especifica 1 

La validación del método 

microbiológico cilindro – placa 

cumplirá con los parámetros para 

la cuantificación de Gentamicina 

Sulfato en el producto Dermolab 

NF. 

Hipótesis Especifica 2  

El método microbiológico 

cilindro – placa cumplirá con los 

parámetros para la cuantificación 

de Gentamicina Sulfato en el 

producto Dermolab NF.  

 

 

 

Contribuye a 

obtener 

resultados 

confiables del 

método de la 

validación del 

método analítico 

con evidencia 

documentada y 

de alto grado de 

seguridad 

cumpliendo con 

la regulación 

sanitaria 

vigente.  

 

 

 

    Variable 

independiente: 

Validación de 

un método 

microbiológico. 

 

 

 

Variable 

dependiente: 

Cuantificación 

de gentamicina 

sulfato. 

 

 

 

 

Variable 

Cuantitativa 

 

 

 

- Monografía <81> 

antibióticos –  

valoraciones 

microbiológicas de 

USP vigente 

(Farmacopea de los 

Estados Unidos). 

 

- Lineamientos de  

Validación según 

AEFI. 

 

- Formato “FOR- 

CDC-087” reporte 

de valoración 

microbiológica. 

 

- Lectura de halos de 

inhibición   
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Anexo N°2 

OPERACIONALIZACION DE VARIABLES 

 

Variable Dimensión Indicador Valores Criterios de 

medición 

Tipo de 

Variable 

Instrumentos 

 

 

 

 

Validación del método 

microbiológico   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cuantificación de 

gentamicina sulfato 

 

 

 
 

Parámetros de 

Validación  

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

Valoración 

microbiológica de 

Antibióticos. 

 

  

Exactitud 

 

Precisión 

Selectividad y 

Especificidad 

Linealidad 

 

Rango  

 

 

 

 

 

 

Valoración 

 Cilindro – Placa 

 

 

Microorganismo de 

Prueba  

 

 

Porcentaje de 

recuperación  

Grado de dispersión  

 

Regresión lineal y 

análisis de varianza 

Expresión de valores 

derivados de estudios 

de linealidad 

 

 

 

 

Concentración 

inhibitoria mínima / 

máxima 

 

Diámetro del halo de 

inhibición  

 

 

  

 

 
Razón  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Razón 

 

 

Razón  

 

 

 
Variable 

Nominal 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Variable 

Nominal    

 

 

Adaptación a los 

parámetros solicitado por 

AEFI  

 

Test de T de Student 

 

 

 

 

 

 

Monografía <81> 

Antibióticos- Valoraciones 

Microbiológicos de USP 

vigente (Farmacopea de los 

Estados Unidos) 

 

Formato FOR-CDC-087 

Reporte de Valoración 

Microbiológica 
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Anexo N°3 

Carta de Validación de los Resultados obtenidos en la Validación del Método 

Microbiológico 
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Anexo N°4 

FORMATO PARA REPORTE DE VALORACION MICROBIOLOGICA  
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Anexo N°5 

REPORTES DE PESOS Y FACTORES REALIZADO PARA EVALUCION DE 

PARAMETROS DE VALIDACION  

 

 Datos de Pesos y Factores para Ensayo de Especificidad de Placebo 
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Datos de Pesos y Factores para Ensayo de Especificidad de Principio Activo 
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Datos de Pesos y Factores para Ensayo de Especificidad de la Muestra 
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Datos de Pesos y Factores para Ensayo de Exactitud  
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Datos de Pesos y Factores para Ensayo de Linealidad 
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Datos de Pesos y Factores para Ensayo de Repetibilidad  
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Datos de Pesos y Factores para Ensayo de Precision Intermedia  
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Anexo N°6 

REPORTE DEL ENSAYO DE SELECTIVIDAD Y ESPECIFICIDAD DEL MÉTODO  

Reporte del Ensayo de Selectividad y Especificidad del Placebo 
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 Reporte del Ensayo de Selectividad y Especificidad del Principio Activo 
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 Reporte del Ensayo de Selectividad y Especificidad de la Muestra  
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Anexo N°7 

REPORTE DEL ENSAYO DE EXACTITUD DEL MÉTODO  
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Anexo N°8 

REPORTE DEL ENSAYO DE LINEALIDAD DEL MÉTODO  
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Anexo N°9 

 REPORTE DEL ENSAYO DE PRECISION: REPETIBILIDAD DEL MÉTODO  
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 REPORTE DEL ENSAYO DE PRECISION: PRECISION INTERMEDIA DEL MÉTODO  
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