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1. OBJETIVO.

Establecer todos los parametros necesarios para la cuantificacién de los niveles séricos de voriconazol

mediante la técnica de cromatografia liquida y la posterior validacion de esta.

2. ALCANCE.

Este protocolo aplica desde la llegada de las muestras a la Corporacion para Investigaciones Biol6gicas

(CIB) con el objetivo de determinar niveles séricos de voriconazol, hasta reportar el resultado del analisis

3. RESPONSABILIDADES.

Es responsabilidad de los investigadores y/o equipo técnico aplicar correctamente este procedimiento
acorde con las normas y recomendaciones fijadas en este documento. Ademas, es responsabilidad de la
coordinacion técnico administrativa del Laboratorio o el investigador principal de algun proyecto si es el

caso, verificar el cumplimiento de este.

4. GLOSARIO Y SIGLAS

e Analito: Sustancia contenida en la muestra sometida a andlisis.

e Blanco de matriz biol6gica: Matriz biol6gica (normalmente sangre, plasma, suero u orina) libre de
los analitos a cuantificar.

e Método Bioanalitico: Método destinado a la determinacion de analitos presentes en matrices
biolégicas (normalmente sangre, plasma, suero u orina).

e Selectividad: Capacidad de un método analitico para medir y/o identificar simultanea o
separadamente los analitos de interés de forma inequivoca sin interferencias de impurezas,
productos de degradacion, compuestos relacionados, excipientes u otras sustancias presentes en
la matriz de la muestra.

e Limite de deteccion: Es la minima cantidad de analito que puede detectarse en una muestra,
aunque no necesariamente cuantificarse, en las condiciones experimentales indicadas.

e Validacion: Obtencion de pruebas documentadas de que un método es lo suficientemente fiable

como para producir el resultado previsto dentro de los intervalos definidos.

e Triazolico: se refiere a los compuestos quimicos isoméricos con forma molecular C2H3N3 los

ELABORO/ACTUALIZO REVISO APROBO
Nombre: Juan David Zapata Nombre: Alejandra Zuluaga Nombre: Alejandra Zuluaga
Cargo: DT de asuntos regulatorios Cargo: Coordinadora IPS Diagndstico Cargo: Coordinadora IPS Diagnéstico
Fecha: 05-08-2022 Fecha: 05-08-2022 Fecha: 05-08-2022




INSTRUCTIVO DE ENSAYO PARA LA CUANTIFICACION | |£.03-MM-0028

DE NIVELES SERICOS DE VORICONAZOL MEDIANTE

Investigociones
foligios ARREGLO DE DIODOS (HPLC-DAD)

| ] "
CIB (oorodién ot | CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA CON VERSION 01
.

Lo ciencia ol servicio de lo vida CORPORACION PARA INVESTIGACIONES

BIOLOGICAS 16-08-2022

cuales forman un anillo pentagonal compuesto por dos carbonos y tres nitrdgenos.
e Actividad antifingica: se entiende por antifingico o antimicético a aquellas sustancias que son
capaces de detener el crecimiento de un hongo o incluso erradicarlo.

e OQPV: Calificacion de operacion, certificacion de verificacion de desempefio.

5. CONTENIDO.
5.1 GENERALIDADES:

Una matriz biol6gica es un material de origen biolégico que se puede muestrear y procesar de forma
reproducible y en el cual se encuentra la sustancia de interés o analito. Entre estos materiales estan los
fluidos corporales o productos de excrecién como sangre total, plasma, suero, saliva, orina, tejidos, entre
otros (1).

Existen varias técnicas analiticas para el andlisis de principios activos y/o de su metabolito(s) en matrices
biolégicas, incluyendo la cromatografia liquida (HPLC), cromatografia de gases (GC), espectrofotometria,
fluorometria, inmunoensayo y métodos radioisotopicos. La seleccion del método a utilizar dependera de
factores tales como las caracteristicas fisicoquimicas del farmaco, la concentracién que se desea medir,
la cantidad y la naturaleza de la matriz biolégica, la instrumentacion disponible, el costo de cada ensayo

y de las habilidades analiticas del personal del laboratorio (1).

La validacién se puede definir como el establecimiento de la evidencia documental que un procedimiento
analitico conducira, con un alto grado de seguridad, a la obtencién de resultados precisos y exactos dentro
de las especificaciones y atributos de calidad previamente establecidos (2). En otras palabras, es la
obtencion de pruebas documentadas de que un método analitico es lo suficientemente fiable como para

producir el resultado previsto dentro de los intervalos definidos.

La validacion de un método en el contexto bioanalitico conlleva a la aceptacion de una serie de
caracteristicas propias derivadas de la dificultad que supone el hecho de tener que determinar analitos en

muestras biolégicas donde la matriz de analisis es muy compleja.
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En cromatografia liquida y cromatografia de gases, el tiempo de retencién, se define como el tiempo
transcurrido entre la inyeccién de la muestra y la aparicion de la respuesta maxima, se puede usar el

tiempo de retencion como un parametro de identificacién (3)

Dada la alta probabilidad de la aparicién de falsos positivos y falsos negativos en este tipo de pruebas
cualitativas, se hace necesario demostrar la validez a través de pruebas de desempefio (OQPV), que
permitan asegurar con un alto grado de confianza la veracidad de los resultados, usando estandares de

referencia.

Por su parte, el voriconazol es un antifingico de amplio espectro considerado como un agente de primera
linea en el tratamiento de la aspergilosis, este se encuentra disponible en el mercado en formulaciones
orales e intravenosas. Debido a su metabolismo hepético por enzimas citocromo P450 como la CYP2C19,
CYP2C9 y CYP3A4, a este medicamento se le ha reportado tanto el desarrollo de interacciones
medicamentosas con un gran nimero de drogas, asi como una alta variabilidad en su absorcién, lo cual
genera una alta variabilidad intra e inter paciente en cuanto a las concentraciones plasméaticas
alcanzadas. Por tal motivo se sugiere realizar un monitoreo terapéutico permanente de este medicamento

con el fin de asegurar niveles antifungicos efectivos y evitar a su vez riesgos de toxicidad.

5.2 DESCRIPCION

v" Principio del Método

El método se basa en la separacién del metabolito (Voriconazol), de todos los demas compuestos que
estén presentes en la sangre, mediante métodos quimicos como la precipitacion de proteinas y procesos
de filtracion, y la posterior inyeccion a un sistema cromatogréfico. La sefial generada en el detector a un
tiempo de retencion determinado por un estandar de referencia puro, del compuesto de interés es
interpretada en términos de concentraciéon y con ello se hace una prediccion de los niveles séricos del
metabolito en la matriz bioldgica que en Ultima instancia correspondera a la concentracién del metabolito

en el paciente.

5.2.2 Rango de Trabajo y disponibilidad
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Los resultados estaran disponibles entre 2 a 5 dias después de llegada la muestra.

El rango de trabajo estd determinado por el parametro de la linealidad, que va desde 0,125 hasta 16,0

pug/mL. Ademas, se debe establecer un cronograma de actividades acorde con las necesidades y

disponibilidad de equipos.

5.2.3 Equipos, reactivos, materiales y elementos de proteccién

v EQUIPOS

Tabla # 1: Equipos y su estado durante la estandarizacion y validacion.

Equipo Cadigo Interno Estado MP o
OQPV

C_:ro_matografo 0978 OK
liquido

Balanza analitica 0676 OK
Bafio ultrasonido 1071 OK
pH metro 0899 OK

. . 13007,

Micropipetas 1301413024 OK
Vortex 0547 OK
Centrifuga 0490 OK

*MP: mantenimiento preventivo, OQPV: Calificacibn de operacién, certificacion de

verificacion de desempefio.

v' REACTIVOS

a) Estandar Voriconazol (VCZ).

b) Estandar Posaconazol (PCZ).

c) Dimetilsulféxido (DMSO).
d) Acetonitrilo (ACN).

e) Agua tipo.

v MATERIALES

a) Beakers de 250, 500 o0 1000 mL.

b) Balones volumétricos de 10,0 mL.

ELABORO/ACTUALIZO
Nombre: Juan David Zapata
Cargo: DT de asuntos regulatorios
Fecha: 05-08-2022

REVISO APROBO
Nombre: Alejandra Zuluaga
Cargo: Coordinadora IPS Diagndstico

Fecha: 05-08-2022

Nombre: Alejandra Zuluaga
Cargo: Coordinadora IPS Diagnéstico
Fecha: 05-08-2022




INSTRUCTIVO DE ENSAYO PARA LA CUANTIFICACION | |£.03-MM-0028

DE NIVELES SERICOS DE VORICONAZOL MEDIANTE

Investigociones
foligios ARREGLO DE DIODOS (HPLC-DAD)

L] .
CIB (oRondn i | CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA CON | \ERSION 01
r

Lo ciencia ol servicio de lo vida CORPORACION PARA INVESTIGACIONES

BIOLOGICAS 16-08-2022

C) Tubos Falcén tapa rosca.

d) Tubos eppendorf para centrifuga.

e) Puntas para micropipetas de 100, 200 y 1000 pL.
f)  Jeringas.

g) Filtrosy viales.

v' ELEMENTOS DE PROTECCION PERSONAL (EPP)

Tabla # 2: elementos de proteccion personal (EPP).

EPP
Guantes
Mascara

Gafas de
proteccion

Bata

5.2.4 Puntos de control

Se debera tener especial cuidado con el material de vidrio utilizado durante todo el proceso, especialmente
con el que sea reutilizado, garantizando una total limpieza de este para no tener contaminaciones
cruzadas. Adicionalmente, se recomienda trabajar en campanas con el fin de que todo proceso que se
termine sea descartado o almacenado segln necesidad y no afecte los procesos posteriores.

Al momento de preparar las soluciones madre, stock, curvas o muestras dopadas se debera estar muy
atento a las mediciones realizadas, ya sean pesos o volumetrias, verificar antes del proceso la balanza,
micropipetas, pipetas volumétricas o cualquier elemento que se vaya a utilizar para realizar mediciones.
Durante el proceso de la validacién se tendran como puntos de control los mismos tres niveles con los
cuales se realizaran las pruebas de estabilidad, precisiéon y exactitud: nivel inferior (0.25), nivel intermedio
(8.0pg/mL) y nivel superior (16,0pg/mL). Ademas, en el momento de realizar las determinaciones en
pacientes se debera preparar una curva de calibracion en solucion diluyente mas las soluciones a los tres

niveles mencionados como control por dia de trabajo.

5.2.5 Descripcion del analito

Tabla #3: Cuadro descripcion del voriconazol y sus caracteristicas fisicoquimicas y

farmacocinéticas
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Voriconazol (7-10)

Figura 1: Estructura
guimica, Tomada de

(7)

Formula quimica C16H14F3N50

CAS 137234-62-9

Peso molecular 349.3 g/mol

pKa 2,27

Solubilidad ([))’lTn?S}i:Jﬂfomdo (DMSO) >20mg/mL y muy baja en agua <

Matriz en que se Sueroy plasma

encuentra

Rango terapéutico Entre 2,0 a 5,5 pg/mL

Absorcion Buena alcanzando una biodisponibilidad absoluta hasta del
96% por via oral

Distribucion Volumen de distribucion (Vd) = 4,6 L/kg y fijacion a proteinas

plasmaticas = 58%

Metabolismo

A través de Ila
CYP2C19, CYP2C9y CYP3A4

Isoenzima citocromo P450 hepatico

Excrecion

La semivida terminal de voriconazol depende de la dosis |
es de aproximadamente 6 horas con 200 mg (por via oral)

5.2.6 Desarrollo del método

Se realizé una revision de lo reportado en la literatura cientifica mundial sobre las técnicas analiticas

empleadas para la cuantificacion de voriconazol en la matriz biolégica, se elaboré un resumen de las

condiciones cromatograficas de diferentes fuentes. Todas estas realizadas con diferentes fases moviles

y preparaciones de muestra como precipitacion de proteinas, extraccion en fase solida (SPE) etc.

Tabla # 4. Marco tedrico métodos reportados en la literatura para el andlisis de

voriconazol.
_— Ran
) Procedimie | (Tr)* g
, . Pre 2o . 0
Referencia | (A)* | Columna Fase movil (IS)* nto de (min
columna - (ug/mL
extraccion | ) )
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ACN: Buffer fosfato
(Siopi, y LiChrosorb (250 x de Naprox| Precipitacion _
otros, 2016) 255 4.6 mm, 5 um) sodio 0,05M (pH eno de proteinas 6.4 [0.3-75
3.1), 55:45 (viv)
Geg;\g;j& ACN: Buffer fosfato Extraccion en
(Gordiena, y1,50 | a.6x150m| No 10nM (pH 7,0), | Posaco| "o "colida | 8.2 |0,05 - 40
otros, 2009) 50:50 nazol
5.0um) '
Nucleosil
(Pascual, vy C18 (4,6 methanol: 0.01 M L
otros, 255 X 150mm No sodium acetate buffer,| No | Precipitacion | g | go5.16
2007) 300, (pH 5.0), 50:50 (v:v) de proteinas
5,0um)
Supelcosil ACN:0.01 mol/L
Langman & L
(Agyegman 254 LC-18- DB No KH2PO4 pH phe_nac Precipitacion 8 0,25 - 57
2007) ’ (25 cmx4.6 3.0, etin | de proteinas umol/L
mm, 5 um) 50:50 (v:v)
waters | SYTmely
(Perea, y symmetry mm. 4.6 ACN: Buffer fosfato o
otros, 255 | C18(5mm; by | de:amonio (pH 6.0),[  No Precipitacion [ 75 [ 2.5
2000) 3.9by y 50:50 (V:V) de proteinas
250 mm)
20 mm) a
(Gage & Kromasil C1s, ACN: Bufferfosfato | o .| Precipitacion
Stopher, 255 (250x4.6 mm, 5 de amonio (pH6.0; [ - " de proteinas | 7,9 | 0.2-10
1998) pum) 0.04 M), 50:50 (v:v)

* (N): Longitud de onda (nm).
* (1S): estandar interno.
* Tr: Tiempo de retencion en minutos.

De acuerdo con la revisién anterior para este estudio se realizara la cuantificacion de voriconazol en la

matriz bioldgica por HPLC y se empleara para la preparacion de muestras la precipitacion de proteinas.

La metodologia analitica a emplear para la cuantificacién de voriconazol en la matriz bioldgica sera

evaluada y ajustada a las condiciones de la CIB y sera validada por la Unidad de Micologia Medica y
Experimenta (MME) de la CIB.

La validacion se realizara verificando si los resultados cumplen con las especificaciones estadisticas

establecidas en las guias de validacion de métodos bioanaliticos y con la flexibilidad que corresponde sin

comprometer aspectos de calidad (2-6).
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v Al iniciar el dia de trabajo se debera garantizar que el equipo y la columna estén en 6ptimas

condiciones por lo cual se realizara un lavado del sistema cromatogréfico, purgando los canales del
cromatdgrafo y lavando la columna y la precolumna si es preciso.

Se procederd a realizar corridos de ensayo hasta optimizar los corridos cromatograficos.

5.3 TIEMPOS DE ANALISIS:
Preparacion de curva de calibracion, solucion buffer y solucién diluyente: 45 minutos
Preparacion de biomuestras (1 bloque): 60 minutos
Duracion de cada corrido en solucién diluyente: 10,0 minutos Duracién
de cada corrido en suero: 10,0 minutos
Corridos de ensayo: 3 (40 minutos)

5.4 PREPARACION DE SOLUCIONES:
4 Preparacion de la solucion de estandar interno (1S)
El estdndar interno corresponde a una molécula que se asemeja en estructura, o actividad, o
caracteristicas fisicoquimicas. Para este caso vamos a utilizar como estandar control el posaconazol ya
gue cumple con estas caracteristicas:
Pesar 2,0mg de posaconazol estandar primario. Disolver en 1,0mL de DMSO, para alcanzar una
concentracion de 2,0mg/mL. Agitar en vortex durante dos minutos y llevar a ultrasonido durante 5 minutos.
Tomar 100 uL de esta solucion y disolverlos en 900 uL de agua tipo | para una concentracion final de 200
pg/mL. Esta solucion final es utilizada como estandar interno (IS) para todos los ensayos.

Tabla # 5: Preparacion curva de calibracién para analisis de voriconazol.

Voriconazol -
(ug/mL) | PREPARACION _
16.0 Tomar 10pL de solucion madre y llevar a tubo eppendorf. Adicionar 990uL de
; solucién diluyente*.
Tomar 500uL de solucion 16,0pg/mL y llevar a tubo eppendorf. Adicionar
8,0 500uL de solucién diluyente*.
40 Tomar 500puL de solucién 8,0ug/mL y llevar a tubo eppendorf. Adicionar 500uL de
; solucién diluyente*.
> Tomar 500uL de solucién 4,0ug/mL y llevar a tubo eppendorf. Adicionar 500uL de
0 solucién diluyente*.
10 Tomar 500puL de solucién 2,0ug/mL y llevar a tubo eppendorf. Adicionar 500uL de
: solucién diluyente*.
05 Tomar 500puL de solucién 1.0pg/mL y llevar a tubo eppendorf. Adicionar 500uL de
: solucién diluyente*.
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025 Tomar 500pL de solucion 0.5ug/mL y llevar a tubo eppendorf. Adicionar 500uL de

: solucion diluyente*.
0125 Tomar 500uL de solucion 0.25ug/mL y llevar a tubo eppendorf. Adicionar

: 500uL de solucién diluyente*.

v Preparar la curva de calibracién en solucién diluente, plasma o en suero como se indica a

continuacion:
Pesar 3,2 mg de estandar primario de Voriconazol y llevar a un tubo eppendorf. Adicionar 2,0mL de DMSO
someta a ultrasonido durante 5 minutos, para obtener una concentracion conocida de 1,6mg/mL (marcar
como solucion madre de Voriconazol).
* Solucién diluente: Acetonitrilo: H20 (60:40) o Suero segun corresponda.

5.5 Preparacion de las muestras de Control de Calidad
Prepare muestras de suero cargado a tres concentraciones diferentes (baja, media y alta) como se

indica a continuacion:

Tabla # 6: Preparacion muestras de control para evaluar la calidad del método bioanalitico.

CONCENTRACIO

N PREPARACION
(ug/mL) |
Alta. 16.0 Tomar 10,0uL de solucién madre y llevar a tubo
; eppendorf. Adicione 990uL de suero.
Media 80 Tomar 500pL de solucion 16,0pg/mL vy llevar a
; tubo eppendorf. Adicione 500ulL de suero.
Bai 025 Tomar 500uL de solucién de 0,5ug/mL y llevar a
EliEl : tubo eppendorf. Adicione 500uL de Suero.

Realizar el proceso de extraccion por duplicado como se indica a continuacién en: (preparacion de la

muestra de ensayo).

5.6 Preparacion de las muestras de andlisis

En un tubo de precipitados tipo eppendorf, adicionar consecutivamente 150 uL de muestra de suero o
plasma, 149 uL de acetonitrilo y 1uL de estandar interno de posaconazol; llevar a agitacion en vortex
durante 15 segundos, llevar a centrifugacion a 14,1 rpm durante 15 minutos, filtrar con filtros de 2um e

inyectar en el sistema cromatogréfico.

Tabla 7. Condiciones cromatogréficas para la determinacion sérica|
de voriconazol.
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Parametro Caracteristicas
Método Isocratico 60:40 (acetonitrilo:
agua)
Flujo 0,8 mL/minutos
Volumen de inyeccion 50 uL
Deteccion UV; 256 nm.
Col Eclipse PLUS C18, 150 x 4,6 mm,
elElats tamafio de particula 5 pm.
Precolumna C18, 20 x 4,6 mm.
Temperatura de columna 25°C
Estandar interno (IS) Posaconazol (PCZ)
Unidades de concentracion pg/mL
. ., . VCZ: 3,2
Tiempo de retencion (min) PCZ: 5.2
Tiempo de corrido (min) 10.0 min

/ ) JA:

Figura 2: Cromatograma tipico voriconazol: A) curva de voriconazol en solucion diluente, B) Curva de

voriconazol en solucién matriz (suero o plasma)

5.7 PARAMETROS DE VALIDACION
5.7.1 Selectividad — Especificidad
La selectividad se refiere a la capacidad del método para producir una respuesta para el analito de interés
distinguible de todas las otras respuestas de los demas componentes de una mezcla potencialmente
compleja (ICH Q2A, 1995). Un método analitico es especifico para una sustancia determinada si garantiza
gue la magnitud medida es debida solamente a la sustancia objeto del andlisis y si permite su

cuantificacion a partir de un pardmetro fisicoquimico caracteristico de la misma.

5.7.2 Procedimiento a seguir

° Analizar seis muestras blanco de la matriz bioldgica, las cuales deberan pertenecer a individuos
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distintos que no deben haber recibido tratamiento con el medicamento en cuestion.
. Aquellas muestras blanco que presenten una interferencia significativa (> 20%) de la respuesta
del limite de cuantificacion, deberan ser rechazadas.
° Si el nUmero de muestras rechazadas es mayor al 10% del total de muestras blanco estudiada se
debe analizar un nuevo lote de muestras.
. Comparar los cromatogramas representativos de dichos blancos con cromatogramas

correspondientes al limite de cuantificacion para examinar las sefiales obtenidas de cada caso.

° Evaluar la presencia de picos interferentes de un analito 0 metabolitos entre si y sobre el estandar
interno en caso de que se utilice.

v Criterio de aceptacién
Las respuestas de los picos interferentes en los tiempos de retencion de los analitos deberan ser menores

del 20% de la respuesta del limite de cuantificacion.
5.7.3 Curvade calibracion (linealidad)

La curva de calibracién de un método analitico es la relacion existente entre la respuesta instrumental que

produce un determinado analito y las concentraciones de este.

v Procedimiento a sequir
° Preparacion de la curva de calibracién

Realizar tres curvas de calibracion con muestras patron preparadas en la misma matriz que las muestras
a cuantificar afiadiendo concentraciones conocidas del/los analitos(s) y sometiéndolas al proceso de
extraccion y analisis.

Definir el rango de concentraciones en las cuales se va a trabajar. El rango vendra determinado por las
concentraciones esperadas en las muestras. En este caso el rango va desde los 0.25ug/mL hasta los
16.0pug/mL. Tomar como minimo cinco muestras patrén distribuidas a lo largo del rango, junto con el

blanco.

e Determinacion de la funcion respuesta
Representar o graficar las respuestas de los patrones de calibrado en funcion de la concentracion y hacer
un analisis visual.

Obtener los pardmetros caracteristicos de la curva de calibracion, esto es, el coeficiente de correlacion,
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la ecuacién de la curva, asi como el error relativo porcentual (ER%) de cada uno de los patrones que

forman la curva de calibracion.

v Modelo de célculo

ER% =[( x* - x1 )]

Xi

Siendo xI los valores te6ricos y xi*los valores experimentales estimados por aplicacion de la ecuacién que

define la curva de calibracion. Si es una recta:

* (}'i_a}
Xi ==

Tabla 8: Tabla modelo para las curvas de calibracién, por triplicado para cada solucién diluente,

acompafiada de la tabla con los parametros de la regresion lineal.

Relacion de areas || Concentracion experimental %R
Recta 1 Rect Recta 1 Recta 2 Recta 3

CONCENTRACION
Parametro | Rectal | Recta 2 | Recta 3

a
b
r

R2
] ] ]

Media
[ER3¢]

e Criterio de aceptacién

El ER% de cada uno de los patrones presentes en las curvas de calibracion no debera ser superior al +
15% de la concentracion nominal, excepto para el limite de cuantificacion que podra ser como maximo
del 20%. Este criterio debera cumplirse para al menos 2/3 de los patrones de calibracién de cada una de
las curvas, incluyendo el limite superior e inferior del rango.

5.7.4 Recuperacion

La recuperacion, se define como la eficacia en la extraccion del analito a partir de la matriz biologica.

v" Procedimiento a seguir
Comparar la respuesta del analito extraido en una muestra bioldgica con la respuesta de la misma cantidad

ELABORO/ACTUALIZO REVISO APROBO
Nombre: Juan David Zapata Nombre: Alejandra Zuluaga Nombre: Alejandra Zuluaga
Cargo: DT de asuntos regulatorios Cargo: Coordinadora IPS Diagndstico Cargo: Coordinadora IPS Diagnéstico
Fecha: 05-08-2022 Fecha: 05-08-2022 Fecha: 05-08-2022




INSTRUCTIVO DE ENSAYO PARA LA CUANTIFICACION | |£.03-MM-0028
DE NIVELES SERICOS DE VORICONAZOL MEDIANTE

Investigociones
foligios ARREGLO DE DIODOS (HPLC-DAD)

Lo ciencia ol servicio de lo vida CORPORACION PARA INVESTIGACIONES
BIOLOGICAS

L] .
CIB (oRondn i | CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA CON | \ERSION 01
r

16-08-2022

de analito sin extraer (recuperacion del 100%).
Determinar la recuperacion a tres concentraciones distintas (baja, media y alta) estimaran el rango
establecido.

Realizar este procedimiento con cada una de las matrices que valla a utilizar.

v Modelo de célculo

X
R = E » 100%

x= valor medio

p= valor verdadero

v’ Criterio de aceptacion
La recuperacién no es un parametro relevante, esta ligado a la sensibilidad y al limite de cuantificacion,

preferiblemente proxima al 100%, por lo tanto, al momento de realizar ensayos de precision y exactitud
inter laboratorio (transferencia de método), se debera realizar este parametro en cada uno de los equipos
con el fin de determinar la capacidad de recuperacion del método en cada uno de estos.

5.7.5 Exactitud y precision

La exactitud es la capacidad del método analitico para proporcionar resultados o mas cercanos posibles
al valor tedrico (valor nominal).

La precision es el grado de dispersion de los resultados analiticos respecto a su valor medio. La precision
y la exactitud deben valorarse a dos niveles: INTRAENSAYO e INTERENSAYO.

v' Procedimiento a seguir
° Preparar una curva de calibracion por cada dia de trabajo, con la cual se estimaran las

concentraciones de las muestras cargadas a tres concentraciones diferentes (alta, media y baja del rango
de linealidad establecido) en la matriz biolégica. Esto se debe realizar por triplicado.

Los niveles de concentracion se establecen de la siguiente forma:
. Nivel bajo: inferior o igual a tres veces el limite de cuantificacién
. Nivel medio: mitad del rango de concentracion

. Nivel superior: entre el 75-100% del patrén de calibrado de mayor concentracion.
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v Modelo de célculo
e Exactitud
Concentracion media determinada — Concentracion teorica
E'R%=( — — )Klﬂﬂ
Concentracion teorica
Vo) ( Desviacion estandar ) 100
= — - - }(
Concentracion media determinada

Tablas 9y 10 para Precisién y Exactitud inter ensayo.

Realizar una tabla que corresponda a cada uno de los tres ensayos.

CONCENTRACION Relacidn Concentracion

TEGRICA

de areas determinada

ER (%)

ALTA

Media
eCY

MEDIA

Media
SeCW

BAJA

Media
WV

v’ Precision y Exactitud inter ensayo

(n =9, 3 ensayos)
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PRECISION Y EXACTITUD INTERENSAYO
(n=3, 3 ensayos)
Concentracion Concentracion
tedrica determinada
Media=
V=
ER=
MWedia=
V=
ER=
Media=
V=
ER=

v’ Criterio de aceptacién

Error Relativo Porcentual (ER%): = £ 15%
Coeficiente de Variacion (%CV) < 15%

Para las concentraciones baja, media y alta.

v' Precisiéon y exactitud Inter-Laboratorio:

Si aplica, se debera seguir el mismo procedimiento de la precision y exactitud inter e intra ensayo

v’ Criterio de aceptacién
Los mismos criterios anteriores:

Error Relativo Porcentual (ER%): = + 15%
Coeficiente de Variacion (%CV) < 15%

Para las concentraciones baja, media y alta.
5.7.6 Limite de cuantificacion
El limite de cuantificacion (LC) es la minima concentracion de un analito que podemos determinar

con una precision y exactitud adecuadas.

v' Procedimiento a seguir
° Preparar una curva de calibrado en suero que incluya tres niveles de concentracién que se

suponen cercanos al limite de cuantificacion.

. De esta curva de calibrado a concentraciones bajas extrapolar a concentracion cero la ecuacion,
para obtener el valor medio de la sefal ruido (Ybl).
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. Para el calculo de la desviacion estandar de la sefial proporcionada por el ruido (Sbl), construir

una recta tomando como ejes de ordenadas las desviaciones estandar de las respuestas y como eje de
abcisas las concentraciones estudiadas.

Ecuacion para determinar limite de cuantificacion y limite de deteccién

CL=Ybl + (K* Sbl)

m * n%

Doénde:

CL =Concentracién de analito en el limite de cuantificacion o deteccion.

K = Constante que usualmente se considera igual a 10 para el LC e igual a 3 para el LD

Ybl = Sefial ruido correspondiente al valor del intercepto de la curva de calibrado obtenida al representar
la respuesta del método frente a la concentracion de analito cercanas al limite de cuantificacion esperado
m = Pendiente de la curva de calibrado en suero obtenida en el estudio de la linealidad de analito.
Sbl = Desviacion estandar de la sefial ruido correspondiente al valor del intercepto al extrapolar las
desviaciones estandar de las respuestas a concentraciones cercanas al limite de cuantificacién
versus concentracion.

n =3 numero de réplicas.

5.7.7 Estabilidad

Es un requerimiento basico la demostracion de la estabilidad de la muestra y de los patrones durante el
tiempo comprendido entre su preparacion y la finalizacion del andlisis.

v Procedimiento a seguir

e Estabilidad de las soluciones patron.
Evaluar la estabilidad de las soluciones patron a concentraciones diferentes (alta, media y baja) y bajo

diferentes condiciones de almacenamiento (temperatura ambiente, nevera, congelador etc.).

e Estabilidad durante el proceso de congelacion / descongelacion.

Preparar tres muestras (baja, media y alta) y someterlas al proceso de congelacién a —20°C o a la
temperatura que estaran almacenadas las muestras analiticas. Una vez congeladas, se dejan
descongelar hasta llegar a la temperatura ambiente. Realizar este proceso tres veces, realizandose el
andlisis por triplicado. (Tener en cuenta las condiciones reales en que se haran los bioanalisis, éstos

deben definir qué criterio seguir)

e Estabilidad del procesado de la muestra.

Tomar tres alicuotas de cada una de las muestras patron y mantenerlas a temperatura ambiente, o a la
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temperatura de trabajo, durante un periodo de tiempo igual o superior al que las muestras permaneceran
a esta temperatura durante los analisis rutinarios (1, 2, y 3 dias). Analizar comparando el valor obtenido
con el teorico.

Asi mismo, es aconsejable, trabajar la estabilidad tanto de las soluciones patron como del analito en suero
en el inyector automatico.

El disefio de la estabilidad dependera de las necesidades que se tengan en cada método bioanalitico.
Ademas, se recomienda verificar la estabilidad a largo plazo, segun la necesidad de método (5, 15 o 30
dias).

v Modelo de célculo

%R =— x 100%

= | e

x= valor medio

p= valor verdadero

X
Tabla 11: Estabilidad ciclos de congelacion y descongelacion de las muestras en suero o plasma.
Estabilidad después de varios ciclos de Congelacion/Descongelacion
Concentracion Area Ciclo (.h.a - Reculperacién Promedio
Tedrica BASAL (Iceas?gigi:;:;;n Area relatn;;}basal WV R
Primero
BAJA Segundo
Tercero
Primero
MEDIA Segundo
Tercero
Primero
ALTA Segundo
Tercero

v’ Criterio de aceptacién

CV(%) < 20% Aunque segun FDA tiene un criterio de aceptacion de hasta + el 20% de variacion en este
parametro, nuestro laboratorio aceptara una variacion maximo del 10%.
ER(%) Aunque segun FDA tiene un criterio de aceptacion de hasta * el 20% de error en este parametro,

nuestro laboratorio aceptara un error maximo del 10%.
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5.7.8 Cuantificacién de muestras de los pacientes:

su empaque se encuentra en buenas condiciones.

Tabla 12: Curva de calibrado

Al momento de llegar una muestra a la CIB para analisis de niveles plasmaticos o séricos de Voriconazol

se debera verificar: el estado, si conserva la cadena de frio, si se encuentra debidamente identificada y si

Luego se da inicio a la etapa bioanalitica, se procederd a la preparacion de las muestras segun el
procedimiento bioanalitico anteriormente validado. Durante esta usard la curva de calibracion
correspondiente a la validacion, ademas se utilizaran tres muestras control por duplicado, las cuales
corresponden a los tres niveles determinados en la validacion como bajo (0.25ug/mL), medio (8.0ug/mL)
y alto (10pg/mL), correspondiendo esto a los controles utilizados durante el procesamiento de la muestra
en estudio; tanto la curva como los controles se deberan preparar por cada lote de preparacion de
muestras. Con este procedimiento se lleva un control de la precision y exactitud del método bioanalitico.

Concentracion

Concentracioén

tedrica del patron
de calibrado

(Mg/mL)

determinada
(hg/mL)

Relacién
de areas

ER (%)

Curvade
calibrado

0.125

0.25

0.5

1.0

2.0

y=bx+a

4.0

8.0

16.0

Tabla 13: Muestras patron de control de calidad

Concentraciéon | Relacién Concentracion
tedrica (ug/mL) | de areas determinada ER (%)
(hg/mL)
0.25 Media
%CV
8.0 Media
%CV
16.0 Media
%CV
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Por ultimo, con una regresion lineal se hara una prediccion de la cantidad de metabolito en sangre o la

concentracion sérica de este. Y se procederd a elaborar un informe donde se consigne toda la informacion

y el resultado de la prueba.
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7. LISTADO DE FORMATOS

AN NN

Folder con las hojas de trabajo de los pacientes.

Folder con el reporte de la medicién de niveles séricos de los pacientes (resultados).
Registro magnético de los pacientes (software victrix).

Base de datos para célculo de concentraciones sanguineas.
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8. CONTROL DE CAMBIO:
FECHA RESPONSABLE CAMBIO

v" Se modifica en el nombre del
documento la palabra extraccién por
cuantificacion.

v' Seincluye el item 5.6 Preparacion de las
muestras de analisis

v e

05-08-2022 Juan Zapata En el Item 5.7.8 -Cuantlflcaaon. .de
muestras de los pacientes, se modifica:
se debe preparar una curva de
calibracion en solucion diluyente, por:
Durante esta usara la curva de
calibracion  correspondiente a la
validacion
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