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REPORT CONCERNING THE COLABORATIVE STUDY FOR ESTABLISH OF
REFERENCE STANDARD EFICACITY OF COLISTIMETHAT SODIUM

Simona STURZU, Daniela TIRINOAGA, Rodica STANCU, Georgeta DAN
Institutul pentru Controlul Produselor Biologice si Medicamentelor de Uz Veterinar

Rezumat

Institutul pentru Controlul Produselor Biologice si Medicamentelor de uz Veterinar a participat la studiul
colaborativ pentru determinarea potentei colistimethatului sodic CRS, lotul 2, conform protocolului trimis de
EDQM (Directoratul European pentru Calitatea Medicamentelor) - coordonatorul studiului.

Scopul studiului a fost de a stabili potenta Iotului 2 de colistimethat sodic, in vederea caracterizarii cat

mai exacte a substantei de referinta.

Potenta a fost determinata prin metoda microbiologica, bazata pe compararea zonelor de inhibare a
cresterii unui microorganism sensibil, cu cele ale unui standard de referintd, conform prevederilor din
Farmacopeea Europeana «Colistimethate sodic», capitolul 2.7.2. — testarea microbiologica a antibioticelor.

In urma analizei si coroborarii rezultaleor primite de la participanti si a prelucrarii statistice a acestora de
catre EDQM, valoarea potentei lotului 2 de colistimethate sodic — substanta de referinta, a fost stabilita la

285000Ul/fiola.

Cuvinte cheie: studiu colaborativ, colistimethat sodic, metoda difuzimetrica, patrate latine

Abstract

Institute for the Control of Veterinary Biological Products and Medicines participated at the collaborative
study for determine the potency of colistimethate sodium CRS, Lot 2, according to the protocol sent by the
EDQM (European Directorate for the Quality of Medicines) - coordinator of the study.

The purpose of the study was to determine the potency of the batch 2 colistimethate sodium in the

characterization of the substance as reference standard.

Potency was determined by microbiological method, based on comparing the inhibition zones of growth
of micro-organisms sensitive to those of a reference standard, as specified in European Pharmacopoeia
"Colistimethate sodium", Chapter 2.7.2. - Microbiological testing of antibiotics.

After analysis of received data from participants and their statistical processing by the EDQM, the
potency of the batch 2, colistimethate sodium - reference materials, was established in 285000Ul/fiola.
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In ultimii ani, compararile interlaboratoare
au capatat o importanta deosebita atat ca
instrument de verificare a trasabilitatii in
procesul de asigurare a calitatii, cat si ca
instrument de validare a procedurilor de lucru
aferente activitatilor desfasurate in cadrul
laboratoare de fincercari, acreditate sau in
curs de acreditare. Participarea la comparari
interlaboratoare se poate face prin inscrierea

laboratoarelor candidate la scheme de
comparari  interlaboratoare  sau  studii
colaborative in  scopul unei verificari

independente a competentei privind analizele
pe care acesta le desfasoara.

Institutul pentru Controlul Produselor
Biologice si Medicamentelor de uz Veterinar a
participat la studiul colaborativ pentru
determinarea potentei colistimethatului sodic
CRS, lotul 2, conform protocolului trimis de
EDQM  (Directoratul European pentru
Calitatea Medicamentelor) - coordonatorul
studiului.

MATERIAL SI METODA

Probele si Protocolul de lucru au fost
transmise de catre EDQM si au fost primite la
ICBMV in buna stare.

Metoda de lucru a fost aplicata in cadrul
Serviciului Control Microbiologic si Evaluare
Biologica Medicamente, Laboratorul Control
Microbiologic, cu respectarea conditiilor
impuse de Protocolul de lucru al studiului.

Fiecare laborator participant la studiu a
primit:

e 3 fiole cu colistimethat sodic,
substanta de referinta standardizata WHO
(12700 Ul/mg)

e 8 filole de colistimethat sodic, lot 2,
pentru determinarea potentei (potenta
estimata la 260000Ul/fiola)

Estimarea potentei s-a efectuat pe 6
probe prin metoda difuzimetrica, utilizand ca
microorganism test Bordetella bronchiseptica
ATCC 4617, prin cultivare pe mediul B,
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preparat conform cerintelor Farmacopeei
Europene, iar temperatura de incubare a fost
de 37°C, timp de 18 ore. Diametrele zonelor
de inhibitie au fost masurate vizual utilizand
rigla.

REZULTATE SI DISCUTII

Raportarea rezultatelor s-a facut pe e-
mail conform specificatiilor din protocolul de
testare, utilizand un fisier Excel separat
pentru fiecare din cele 6 teste individuale, prin
metoda de calcul a patratului latin.

Rezultatele obtinute pentru cele 6 probe
lucrate, trimise de Laboratorul Control
Microbiologic din cadrul ICBMV, sunt
prezentate in figurile 1-6. Initial s-au inscris la
studiu 9 laboratoare dar numai 5 laboratoare
(Danemarca, Portugalia, Polonia, Rusia si
Romania) au trimis rezultatele in timp util
pentru prelucrare.

Dintre cele 5 laboratoare participante un
laborator a fost exclus de la inregistrarea
rezultatelor datorita valoarilor mult prea mari
obtinute, valori care se situeaza in afara
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Controlul Produselor Biologice Si
Medicamentelor de uz Veterinar a avut codul
de participant nr. 4.

Din cele 6 rezultate trimise, 3 au fost
acceptate ca fiind bune si 3 au fost respinse
datorita deviatiei de la liniaritate.

Pentru celelalte 3 rezultate acceptate din
punct de verdere al omogenitatii (P a avut
valori sub 0,883), valoarea medie a potentei a
fost de 273953 Ul / fiola (cu o abatere de %
2,6%). Rezultatele obtinute de laboratoarele
participante au fost analizate comparativ cu
cele obtinute in cadrul laboratoarelor EDQM
si sunt prezentate in figurile 7, 8 si 9.

Raportul EDQM in care sunt prezentate
rezultatele obtinute de participanti, insotite de
comentariile organizatorilor studiului legate de
intervalul de confidenta, valoarea potentei,
deviatia de la liniaritate, omogenitatea citirilor,
media rezultatelor, deviatia standard, deviatia
standard relativa, etc. a fost inaintat fiecarui
laborator participant.

Evaluarea rezultatelor s-a facut utilizand
calculul statistic pentru modelul liniilor
paralele utilizand programul System SAS si

potentei combinate estimate. Laboratorul CombiStats.
Control Microbiologic din Institutul pentru
Laboralkon: iy il &
email: Tz simonat=chrny 10
Dk ol Sy 07 04200
REFERENCE STANDARD TEST SAMPLE
Ealkch ramber Firs | WWHO E: EDGRM code @iS113 Ealkch ramber Proposed C RS bah 2 (EDCM code 3041
Pokncy 270 iy Pokrcy EE ]
Arpolde ramber (Vlal reanber
i lghl ke 024 elghl kshen 21 mg
Tolal wolume Eml T ksl wcdurng 10 ml
Primary dilulon 00K Uil Primar dilulon 26000 Wil
Dllulon 5 kp h.; Dllulon 5 kp h.;
Dose [ =1 [ == | =3 ] Dose [ o [ 7= | 73 ]
Flral dllulons | | | | Flral dlluilons | | | |

Ill.l'flhﬂ' ordores per preparslon . S I

[Wumber ctrepiicak s per dose anaw. 200 I

MEASURED RESPONSESOF REFERENC E (S AND TEST (T &0

LUTE NS |

[ ==
3

| Dose repllcaks |

+ =

ARARAE
=8 =1 =1

i 1300 s 1550
2 1300 1550
3 1200 1500
+ 1250 1400 1550
= 1200 1400 1550
] 1300 1400 1550

Plak lay-cul iUze be rolalon S

T | Tt= [ T3 ]
i = 3

Dose replicaks |

i IZ50 150 1550
2 1250 1s0 1600
3 1250 1400 1550
+ 1250 1400 1550
= 1200 1400 1550
] 1250 1450 1550

LI SR TIT2E T2 ko rddlcak b porllon of b doses)

3 4 =) =3

Epenmenial dezlgn 1
]

Ti

=
T2 f=x] T

i
CjFanami bl 2 T T3 =3 | == i pex]
ylatin S 3 Tz p=x] == E= | T3 Ti
[3 k] == Tz T = T2
= =2 Tz =3 Tz Ti =3
Slze orplak (man. 8 x 8 & Tz =3 | T i =3 =2
Mbr o rows ]
Mbr o7 columrs ]
Inhbl lon zore s Inomim ar posl lored on be plak
i = 3 + = =]
i 1200 1250 1400 150 1400 1550
2 1250 1600 1200 1400 1400 1520
2 1450 1250 1400 1250 =50 1250
+ 1550 1420 1550 1250 1200 140
= 1450 1450 1500 1S58 1200 1200
& =50 1200 1250 1400 =50 1400

Er Imakd pokrcy: 12832 08882 | Lower 5% comldence limll:

I 12200,0% 198 I Upper 254 cordderce il l: 13308,02387

Fig. 1. Rezultate proba 1
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Laborakiy: wy s IF|
email: Dz smonat chrmy 1o =+ ]
E [ iR 0T (042005
REFERENCE STANDARD TEST ZAMPLE
Ealkch ramnber Firz |VVHO B EDGM code $1S113 Bakh ramber Froposed C RS balh 2 (EDGM code 35041
Fokncy 12700 10ing Pokncy 2y cal 60000 (Uil
[Ampcale raEnbar A rrmbear =
ueighl laken 024 e lghl laken 21,3 mg
[T ksl wolurme = ml Toka volume 10 ml
Frlmaty dilulon 25000 [ Primary diiulon 2500 10iml
Dllulcr £ kp = DllLlon § ep s
D =1 | == | ==z ] Doe T | T2 | T= |
Firal dllulons | | | Firal dilulons | | |

[Mumnber ordoses per preparalon mmas. 5 | [Mumnber oTreplicaks per dose ana. 20 | B |
| | MESZURED RESPONSES OF REFERENCE (20 AND TEST (T SO LUTE NS ]
| poserepicaes | =1 | == | =3 [ oosempicaws | T1 | T2 T3 |
1 2 E] + = 1 2 3 ‘ H
1 1200 1400 1500 1 1250 1450 1500
2 1200 1300 1550 2 1250 1400 1600
3 1200 1400 1500 3 1200 1450 1500
‘ 1200 1400 1500 4 1250 1350 1550
s 1200 1350 1500 H 1200 1350 1500
& 1200 1350 1500 & 1200 1350 1500
Flak lap-cul(Use b rolalion S, 52,53, T1T2, T2 kindicak be posilon of Fe dores)
Espermenial design 1 2 3 + s 5
] 1 =1 T1 T2 =3 = T2
) Farcioris 2 T1 T3 =1 = T= =
L] E] T= =3 == =1 T3 T
+ 3 = T2 Ti 21 2
H = 2 3 T2 Ti 21
Size caplak nar. §x 5 & T2 21 Ti Tz =3 =
Mbr crows 53
Hbr o colurmnrg 53
Irhibl lor zore s Inmmm ar posllored on be plak
1 2 3 + H 8
1 1200 1250 1450 1500 1350 1500
2 1250 1600 1200 1400 1350 1500
El 1450 1550 1400 1200 1500 1200
+ 1500 1300 1500 1250 1200 1350
H 1400 1400 1500 1550 1200 1200
& 1500 1200 1200 1350 1500 1350
E: lmakd pokncy: 12866,38867 | Lower 5% comidence mll: | 12208,81888 | Upper S5% cormderce [Imil: 13762, 86885

Fig. 2. Rezultate proba 2

Lab orakory: ay sz
email: furzu s onat=chmy o
Dalke o arrag: 7 /0 2000
REFERENCE STANDARD TEZT ZAMFLE
Eakhramber Firz O K EDGMcode 12113 Eakhramber Proposed CRT hah Z(EDGM code 35041
Fokrey | 2700 Wiy Fokncy ah ol 250000 1WAl
Ampoie raamber 2 Wlal ramber
Welghl laken 02+ Welghl laken 212mg
Tkl wolume S ml Tkl wolume 12 ral
Frimary dilulan 2000 U iml Frimary dilulon 26000 Uil
Dllullan 5 kp = Dilullon 5 kp =
Dase a1 | =2 [ =3 | [ T | 1= [ 13 ]
Firad diluillere | | | Firad diluilers | | |
|Il.lnh¢rm'dor-er PEr preparalon ina. 5 | 3 |I\mherm'mullcakr perdose i, 20 | ] |
I I ME2ZURED RECPONSES OF REFERENCE &5 AND TEST (T SO LUTE NS I
[ ooserepuicaes [ =1 [ == [ =3 Dosempllcaks | T1I | T2 T3
i 2 3 + S i 2 3 + S
i 1250 1350 1500 i 1250 1350 1500
2 1200 1350 1450 2 1250 1400 1500
3 1200 1350 1500 3 1200 1350 1500
[3 1200 1350 1500 + 1200 1350 1550
= 1Z00 1350 1500 = 1250 14000 1550
& 1250 14000 1500 & 1250 1350 1550
Flak lap-cul (Ure e nobalon S 52 53 TIT2, T3 bindlcak b posllonof be doses)
Eqedmenta deslgn i 2 3 * = [
] 1 =1 Ti Tz = =2 T3
LY Parciomi ¢ 2 Ti ] =1 =2 T2 =3
e 3 T2 =3 =2 =1 ] Ti
(3 =3 =2 ] Ti =1 T2
= =2 Tz =3 Tz T =1
SAze caplak nac. 85 8 ] Tz =1 T Tz =3 =2
MBT oTrows ]
BT o oL &
b o 2o F porllored on B plak
1 2 2 L3 = ]
1 1250 1250 1250 1500 1250 1550
F] 1250 1500 1200 1250 1400 1500
2 1250 1450 1250 1200 1550 1250
+ 1500 1250 1500 1200 1200 1250
= 1250 1400 1500 1550 1250 1250
& 1500 1200 1200 1250 1500 1400
Ermakd pokncy: 12870,81308 I Loawer St cormildence liml 2 I 12437, 7B 422 I Upper 9=t comidence liml 2 13532,T

Fig. 3. Rezultate proba 3
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L ks kol ry B
el : frzy, SImonat=chmy 1o
Dak o aray: 0 400
REFERENCE STANDARD TEST Z2MFLE
Balkch ramber Flrs | 0 15 A5 (EDG I code 1S 130 Bakh ramber Froposed GRS hah 2 (EDGRM code 350410
Fokercy 12700 Iy Fokrcy b o1 | 2E0000 |Uadal
Empoale ramber [ il ramnber 4
lElghl taken 024 e lghl aken 2122 my
Tkl wolume S ml Toll wolume 12 ml
Primary dilulon 25000 1| Primary dilulon 25000 1Wiml
Dllulon 5 kp =] Dllulon 5 kp =
[ =1 | == | =3 ] [ T | 1= | T3 ]
Final dilulon: [ I ] Firsad dllullons ] I ]
|I|I.lnb¢ro1’dor-er perprepaalon dnax. 5 | 3 |I|I.mb¢r orrepllcaks per dose dnas, 200 | [ |
| I ME2SURED FESPONSES OF REFERENCE (5 AND TEST M S0 LUTEND |
[ ooserepicaks | =1 | == | =3 [ bose replicakes | Ti = | T3 |
1 2 3 + s 1 2 3 + s
1 1250 1300 1450 1 1250 1200 1500
2 1200 1300 1450 2 1200 1200 1500
3 1200 1250 1450 3 1200 1350 1450
+ 1200 1200 1400 + 1200 1200 1450
s 1Z00 1300 1450 s 1200 1300 1450
[ 1250 1300 1450 [ 1250 1300 1450
Plak lap-cul (Wse e rolalon 21,22, 22, 71,72, T3 kirdlcak b porl e dorens
Epeimental deslgn i 2 3 + H -]
o 1 =1 Ti 2 =3 o2 T3
O 2 Ti T2 = =2 2 =
LT 3 hr =3 =2 =1 T3 Ti
+ =3 =2 T3 T =1 T
5 = Tz =3 T2 T =1
Size oTplak mae. 8 xS & T2 =1 T1 T2 =] =2
Mbr oTrows ]
Mbr o7 columirg: ]
bl lon zore s Inmm as posl lored on be plak
1 F 3 + s [
1 1250 1200 1350 1400 1200 1450
2 1250 1500 1200 1300 1200 1450
3 1300 1450 1250 1300 1450 1250
+ 1450 1300 1450 1300 1200 1200
5 1300 1300 1450 1450 1200 IZ50
& 1500 1200 12500 1300 1450 1300
Erlmakd pokrey: | 12818, 14812 Lower S5% cormdernce Imll;_ | 1213580121 | Upper 95% cormdence limil: 13543,40928
Fig. 4. Rezultate proba 4
Laborabon: ary il
el Lz srnon A= chmy 10
Dk ovariay: (D020
REFERENC ESTANDARD TEST SAMELE
Bakh ramber Flr: 0 b5 S5 (EDCM code SIS 1130 Balch raanber Froposed GRS hah 2 (EDCH code 36041
Fokrcy 127080 Wimg Folency aboa | 50000 1Al
Ampotde ramber ‘wial raanber
e lghl taken 024 welghl aken =1 mg
Tolal uolurne = ml Tailal volume 10 ml
Primary dliulon 2000 Wim| Primar diulan 5000 1l
DlILlon £ kp s DluNn £ Bp s
Dot =1 | =2 | =3 ] Do T | T2 [ T3 ]
Firad dilulon: | | | Final dilulons | | |
[Wumber ovdoses per preparaton mar. 5 | 2 [Mumnber ormplicaks per dose na, 200 | 5
[ | MEAZURED RESPONSES OF REFERENCE AND TEST (T SOLUTE NS
| poserpicaws | =1 | == | =3 [ ovoserspicaes | T | T2 | T3 |
1 2 2 + 3 1 2 2 + S
i 1300 1300 1450 i 1250 1300 1500
2 1300 1300 1450 2 1300 1300 1500
3 1300 1350 1450 3 12300 1300 1450
+ 1300 1200 1450 + 1250 1300 1450
E 1300 1200 1450 El 12300 1300 1450
=3 (NETx] 1200 1450 ] 12300 1200 1450
Plak laj-culise B robalon S, 52 53 T1T2 T3 kedrdlicak be posilon of be doses)
Expermentsl deslgn 1 2 3 + = &
o 1 = Ti T2 =3 =2 T3
o 2 Ti T3 o =2 T2 =
= 3 T2 =3 =2 = T3 Ti
+ p=x] =2 T3 Ti =] T2
5 =2 T2 =) T2 Ti =]
Sze ovplak dnax. & x & -] T3 = Ti T2 =3 =2
Mbr o ows ]
Mbr o7 columng ]
bl lon zore s [nmm as posllored on e plak
1 2 3 + 5 &
1 12500 12500 1300 1450 1300 1450
2 1250 1500 12500 1300 1300 1450
3 1300 1450 1350 12500 1450 12500
+ 1450 1300 1450 1250 12500 1300
5 1300 1300 1450 1450 12500 (RE31)
& 1500 12500 12500 1300 1450 1300
[Es Imaled pokercy: | 12632,4728 | Lower 5% corddence lmll: | 1288558606 | Upper 5% conidence limll:_ | 1335488457 |

Fig. 5. Rezultate proba 5
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Laboralbory: iy gzl &
emall: frey smonat= chry 1o
Dak ofaiiay: | CES0 200
REFERENCESTANDARD TEST SAMPLE
Bakhrimber FIrs | WWHO B BE254 (ED2R coade 121130 Bakhmmber Proposed CRT:hah 2 (EDQM code 35041
Fokrcy 12700 Wiy Pokncy b ouil 250000 10l
Ampoade reamber Wlal rernber
lghl Leken 024 Welghl laken 213mg
Tokal wolume S ml Tokd volume iciml
Primary dilulon 35000 1/l Erimary diluilon 25000 |/l
Dllullon 5 kp S Dllulon 1 kp 5
Doge =1 | =2 | =3 | Dose T | T2 [ 1= |
Fired dilulons | | | Firsad dilulons | | |
[Mumber ordores per preparaton ma, 5 [ 3 [Mumnber orreplicalks per dose ma, 20 | 5 |
[ I MEASURED RESPOMSES OF REFERENC E S AND TEST (T SOLUTE NS |
[ poserepizaks | =1 | == [ =3 Dose replicakes T | T2 T2
1 2 3 + £ 1 2 3 + £l
1 1200 1300 1450 1 1250 1350 1500
2 1200 1300 1450 2 12000 1350 1500
3 1200 1350 1450 e 12040 1350 1450
f 1200 1350 1450 & 1200 1300 1450
s 1200 1300 1450 s 1200 1300 1450
5 1200 1300 1450 g 12000 1300 1500
Flak lag-cul (Use e nolalon S, 52 53 T1UTE T3 olredlcak be posllon ot be dores)
Experimenial deslgn i 2 3 + E [
[#] 1 = Ti T= =+ =] T
O 2 T1 T3 21 =] T= =3
L] 3 T= =3 = 51 T3 Ti
+ =3 =2 T3 Ti =1 T=
B =2 Tz p=x] T2 T1 =1
Sdze ofplak iman. S35 & T3 g | Ti T o3 o2
Mbr croms =3
Mbr o columnre: 53
bl lonzore s Inmm as posllored on be plak
1 2 3 + s 5
1 12040 1200 1350 1450 13040 15040
2 1250 1500 1200 1350 1300 1450
3 1350 1450 1350 1200 1450 1200
+ 1450 1300 1450 1200 12040 1300
5 1300 1350 1450 1450 1200 1200
8 1500 1200 1200 1300 1450 1300
[[Esimakd pokrcy: | 1276628858 | Lower S5% corddence lmil_ | 1298841115 | Upper S5% comderce (Imll;_[ 1334188 |
Fig. 6. Rezultate proba 6
- CONcCLuUZII
=
— - [ ]1 I .

IR In urma analizei si coroborarii rezultaleor
=1 _ SprirtL g primite de la participanti si a prelucrarii
— F 4 Es T F - 1 T

P | HI-::!f“}{I;;f:;H:;H "l .| statistice a acestora de catre EDQM,
[ — 3 1 = T " fa oaA s L. . . . .
i : T L valoarea potentei lotului 2 de colistimethate
— . . o
sodic — substanta de referinta, a fost stabilita
== la 285000Ul/fiola.
.

[F=FTT]

Fig. 7. Rezultatele obtinute pentru estimarea potentei
colostimethate sodic in urma raportarilor laboratoarelor
participante

Pt k]

1. Farmacopeea Europeana editia a 3 a: Capitolul
2.7. Teste biologice — testarea microbiologica a
antibioticelor

2. Protocol de lucru pentru determinarea potentei

colistimethatului sodic CRS, lotul 2 elaborat de
EDQ

(=TT

Fig. 7. Rezultatele obtinute pentru estimarea potentei
colostimethate sodic in urma prelucrarii statistice de catre
EDQM
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