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L egislacion Nacional

var disURL ="1292390/1292665/1838937/de_202_2003_4.htm" ;document.write("");]]>DECRETO 202/2003
FARMACIAFarmacopea Argentina. Primer volumen de la séptima edicion. Aprobacion. Uso obligatorioContinuacion del
12/06/2003; publ. 17/06/2003M étodos gener ales de val or acién micr obiol 6gicaMétodo de difusion en agar Procedimiento: De
acuerdo con el antibiético avalorar, fundir una cantidad suficiente de medio de cultivo estéril segin seindicaen latabla 3, enfriar a
temperatura apropiada (por €., entre 45y 50° C paralas formas vegetativas), inocular €l medioy agitar por rotacién hasta lograr una
suspensién homogénea.Emplear placas de Petri 0 bandejas rectangulares de fondo plano y, trabagjando sobre una superficie planay
horizontal, verter en las placas un volumen determinado de medio inoculado paraformar una capa uniforme de 2 a5 mm de espesor.
Alternativamente, el medio puede estar formado por dos capas, aunque sélo se inocule la superior.Para algunos microorganismos de
ensayo, €l procedimiento puede mejorarse si las placas inoculadas se degjan secar durante 30 minutos antes de ser empleadas o si se
refrigeran a4° C durante varias horas.L os reservorios empleados generalmente son cilindros estériles de porcelana, de acero
inoxidable o de cualquier otro material apropiado, discos estériles de papel o pocillos excavados en el agar. El volumen que se carga
en los reservorios debe ser uniforme y con unatolerancia méxima de 5%.Emplear los solventes y las soluciones reguladoras
indicadas en latabla 1 para preparar |as soluciones de la sustancia de referenciay las del antibi6tico a ensayar. Para asegurar la
validez de lavaloracion, emplear por o menos tres concentraciones diferentes de la sustancia de referenciay tres concentraciones
del antibidtico a ensayar que presumiblemente tengan la misma actividad que las soluciones de la sustancia de referencia. Se deben
emplear series de concentraciones en progresion geométrica para aplicar el método estadistico (ver Célculos).Distribuir la
diluciones. en cada placa de Petri en cada placa rectangular, segiin un plan estadisticamente apropiado. En €l caso de placas
pequefias que no pueden contener mas de seis diluciones, alternar las diluciones del antibiético y las diluciones de la sustancia de
referencia, con el fin de evitar cualquier interaccion entre las diluciones de mayor concentracion.Las placas de Petri deben incubarse
sin invertirlatemperaturaindicada +/- 0,5° C durante 18 horas aproximadamente. Es aconsejable un periodo de predifusion antes de
laincubacion, que puede oscilar de 30 minutos a 4 horas, atemperatura ambiente o proximaa 4° C, segln el caso, esto tiene por
finalidad reducir los efectos de desfasaje de tiempo entre la aplicacion de las diferentes soluciones sobre las placas y asi mejorar la
recta de regresion o bien obtener halos mayores y més nitidos.Empleando un instrumento de medicién apropiado, medir el didmetro
de cada halo con una precision de hastala décima de mm. Calcular la actividad empleando métodos estadisticos apropiados (ver
Célculos). Emplear el suficiente nimero de réplicas por concentracion de antibi6tico en cada ensayo (no menos de cuatro placas)
para asegurar la precision estadistica.M étodo tur bidimétricoProcedimiento: Inocular un volumen de medio de cultivo
preferentemente conservado a unatemperatura de 2 a 8° C, con un volumen determinado de suspension original estandarizada del
microorganismo apropiado y emplearlo inmediatamente.Para preparar |as soluciones de la sustancia de referenciay las soluciones
del antibidtico a ensayar en concentraciones que se consideren iguales, emplear |os solventes y |as soluciones regul adoras indicadas
en latabla 1.En tubos de ensayo estériles e idénticos, transferir volumenes iguales de cada solucion y agregar el mismo volumen de
medio de cultivo inoculado a cada uno de ellos (como por €., 1 ml de solucién 'y 9 ml de medio).Preparar simultaneamente dos
tubos control que contengan cada uno 9 ml de medio de cultivo inoculado y 1 ml de solvente empleado (sin antibidtico). Agregar
inmediatamente a uno de ellos 0,5 ml de formaldehido diluido. Este tubo sera empleado como blanco y sirve para calibrar el
espectro-fotometro. El tubo restante, constituye el testigo de crecimiento que se emplea para determinar lafinalizacion de la
incubacion.Para asegurar lavalidez de la valoracion, emplear por o menos tres concentraciones diferentes de la sustancia de
referenciay tres concentraciones del antibidtico aensayar que presumiblemente tengan la misma actividad que las soluciones de la
sustancia de referencia. Se deben emplear series de concentraciones en progresion geométrica para aplicar el método estadistico (ver
Célculos).Ubicar todos los tubos, distribuidos a azar, en cuadrado latino o en bloques aeatorios, en un bafio de aguaa 37° C (28°C
para Candicidina). Tomar precauciones para asegurar una distribucion homogénea del calor e idéntico tiempo de incubacion,
generamente de 2 a4 horas.Luego de laincubacion, detener la multiplicacion de los microorganismos por adicion a azar de 0,5 ml
de formaldehido diluido a cada tubo, excepto alos tubos rotulados como blanco. Medir la turbidez del contenido de cada tubo con
un espectro-fotdmetro apropiado, a 530 nm. Calcular la actividad empleando |os método estadisticos apropiados (ver Calculos).En
cada ensayo, emplear el nimero de réplicas por concentracion de antibiético (no menor de cuatro tubos) para asegurar la precision
estadistica.Nota: El procedimiento para ambos métodos, debe realizarse en condiciones asépticas.Analisis estadisticoCurva
Dosis-Respuesta: Para comprobar si cualquier ensayo en particular se esta realizando por el modelo de rectas paralelas, es necesario
examinar, previo alarealizacion de ensayos de rutina, larelacion dosis respuesta del componente activo. Cuando la diferencia entre
larelacion del logaritmo de ladosisy larespuesta de la preparacion patron, se desvia notablemente del efecto tedrico, el modelo de
rectas paralelas no es vadlido para este ensayo en particular. Debe verificarse que en e intervalo de dosis empleado en |os ensayos, la
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relacion entre el logaritmo de dosis y la respuesta; es representada por una recta de adecuada regresion y linealidad, con una
probabilidad de 0,05.Disefios de ensayo: La asignacion de las unidades experimental es a los diferentes tratamientos pueden
realizarse de distintas formas.Disefio completamente aleatorio: Si latotalidad de las unidades experimental es parece ser
razonablemente homogénea, sin indicacion alguna de que la variabilidad de la respuesta sea distinta dentro de ciertos subgrupos
reconocibles la asignacion de las unidades a los diferentes tratamientos debe hacerse al eatoriamente.Disefio en blogue aeatorio: En
este disefio, es posible segregar una fuente identificable de variacion, tal como la variacién entre placas de Petri en un ensayo
microbiol dgico por difusién. El disefio requiere que todos los tratamientos se apliquen el mismo ndimero de veces en cada bloque
(placa de Petri) y es apropiado solamente cuando el bloque es |o suficientemente grande como para acomodar todos los
tratamientos.Disefio de cuadrado latino: Este disefio es apropiado cuando |a respuesta puede verse af ectada por dos fuentes
diferentes de variacion, cada una de las cuales puede asumir k niveles o posiciones diferentes. En un ensayo en placade un
antibidtico, los tratamientos pueden disponerse en una serie de k x k sobre una placa grande, realizandose cada tratamiento una vez
en cadafilay en cada columna. El disefio es apropiado cuando €l nimero defilas, el nimero de columnasy € nimero de
tratamientos son iguales.Pruebas de validezEl ensayo es estadisticamente valido s €l resultado del andlisis de lavarianza cumple
como minimo con los siguientes requisitos: 1. Regresion: Debe ser significativa para un valor de p < <= 0,05. El estadistico F
calculado debe ser mayor que el F que figuraen latabla de Fischer paraun valor de a< <= 0,05 paralos grados de libertad
correspondientes al numerador y denominador del estadistico F calculado.2. Desvio del paralelismo: Debe ser no significativo para
un valor de a> >= 0,05. El estadistico F calculado debe ser menor que el que figura en latabla de Fischer paraun valor dea> >=
0,05 paralos grados de libertad correspondientes al numerador y denominador del estadistico F calculado.3. Desvio de lalinealidad:
Debe ser no significativa paraun valor de p > >= 0,05. El estadistico F calculado debe ser menor que el F que figuraen latablade
Fischer paraun valor de a> >= 0,05 paralos grados de libertad... correspondientes al numerador y denominador del estadistico F
calculado.Sélo una vez que se ha demostrado la validez estadistica del ensayo puede calcularse la potencia de la preparacion
desconociday susintervalos de confianza aplicando los cél cul os que se describen en Célculos.Nota: Para ambos métodos de
valoracion, si lapotencia calculada es menor de 80% o mayor de 125% que la supuesta para el producto o antibiético analizado,
gjustar las concentraciones de las soluciones muestra hasta alcanzar igual actividad supuesta que las soluciones de referenciay
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