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RESUMEN

Se desarroll6 y validé un método analitico para la determinacién cuantitativa de
bacitracina zinc al 15 % y bacitracina metilen disalicilato al 11 %, por el método de
cilindro en placa (difusion en agar), con el fin de ser usado en el control de calidad de
las materias primas y productos farmacéuticos. Se evaluaron los parametros de
especificidad, selectividad, linealidad del sistema, y del método, exactitud, limite de
cuantificacidon y precision. Mediante el disefio experimental y la evaluacién estadistica
de los resultados, se demostré que el método analitico es especifico, selectivo, lineal,
preciso (CV< 5 %) y exacto (sesgo< 3 %0, Gexp< Giap Y texp=< tian) €n el intervalo de las
concentraciones estudiadas. El limite de cuantificacién y de detecciéon fue de 0,02 y
0,005 Ul/mL respectivamente. Las caracteristicas de desempefio analitico cumplen
con los requisitos para la aplicacion analitica propuesta.

Palabras clave: Bacitracina, control de calidad, difusién en agar, industria
farmacéutica, validacién microbioldgica.
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An analytical method was developed and validated for quantitative determination of
15 9% zinc bacitracine and 11 % disalicylate methylene-bacitracine by the plate-
cylinder method (agar diffusion) to be used in quality control of raw products and
pharmaceutical products. Specificity, selectivity, system and method linearity,
accuracy, quantification and precision parameters were assessed. By the experimental
design and the statistic evaluation of results, it was demonstrated that the analytical
method is specific, selective, linear, precise (CV< 5 %) and exact (bias < 3 %, Gep<
Giab< texp< tiap) during the study concentrations. The quantification and detection limit
was of 0.02 and 0.005 Ul/mL, respectively. The analytical performance characteristics
fulfill the requirement for the proposal analytical implementation.

Key words: Bacitracin, quality control, agar-diffusion, pharmaceutical industry,
microbiological validation.

INTRODUCCION

Se define como método analitico a la adaptacion especifica de una técnica analitica
para un propdsito de medicidn seleccionado. La validacion de un método analitico es
un procedimiento para establecer por medio de pruebas documentadas, mediante
estudios sistematicos y demostrativos de laboratorio, que el método analitico tiene las
caracteristicas de desempefio (exactitud, precision, especificidad, limite de deteccidn,
limite de cuantificacion y linealidad) adecuadas para cumplir con los requerimientos
de las aplicaciones analiticas pretendidas.® Un método analitico validado permite el
conocimiento de las caracteristicas de funcionamiento, proporciona un alto grado de
confianza al aplicarlo, siendo lo suficientemente fiable y reproducible para producir el
resultado previsto a intervalos definidos.?

La valoracion microbiolégica de antibiéticos por difusién en agar (cilindro placa)® es un
método analitico que permite bajo las condiciones adecuadas, demostrar la actividad
(potencia) de los antibidticos mediante la comparacion de la actividad de un producto
(problema) y la de una muestra estandar de referencia (patrén), que se difunden en
la capa de agar solidificada, inhibiendo el crecimiento de un microorganismo testigo
visualizado en una zona de inhibicién.?

El producto de prueba, la bacitracina, estd compuesta de uno o mas polipéptidos
antimicrobianos, que inhiben la formacién de la pared celular, producido por ciertas
cepas de Bacillus lincheniformis y B. subtilis var. Tracy. Segun la Farmacopea Europea
2002, la potencia no es inferior a 60 Ul/mg, calculandola con respecto a la sustancia
seca y segun la USP 30 tiene una potencia no inferior a 40 Ul/mg.

La bacitracina de zinc es el antibidtico mas comunmente utilizado en afecciones
digestivas, por ser activa frente a bacterias grampositivas. Actla también sobre la
cinética de absorcién de nutrientes en pollos, pavos, cerdos, conejos, entre otros;* se
emplea ademas como promotor de crecimiento y en el control de infecciones entéricas
y superficiales.*

La bacitracina metilen disalicilato se ha administrado a pollos de engorde, pavos en
crecimiento y en cerdos, sin presentar efectos adversos. En pollos de engorde se usa
para la prevencion y control de la enteritis necrética causada por Clostridium
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perfringens. En pavos se utiliza para el control de la enteritis contagiosa (cresta azul,
fiebre del lodo) y en cerdos se administra para el tratamiento de la disenteria porcina
asociada a Treponema hyodysenteriae.®

El presente trabajo tiene como objetivo describir el proceso de validacion
microbioldgica del método analitico para la cuantificaciéon de bacitracina, efectuado en
el laboratorio de control de calidad de una industria farmacéutica.

METODOS

La planificacién y ejecucion de las valoraciones microbioldgicas de los antibiéticos
muestra y la validaciéon de la técnica de cuantificacién de bacitracina se realizaron
segun lo establecido en la USP 30, con respecto a las especificaciones para bacitracina
descritos en la técnica de valoraciones microbioldgicas de antibidticos® y en las
especificaciones descritas para la realizacion de la validacion de los procedimientos
farmacopeicos.?

Para el desarrollo del estudio se empleé el estandar de referencia USP de bacitracina,
de lote N1E200 y potencia de 75,1 Ul/mg, obtenido de la US Pharmacopeial
Convention, Inc. La primera muestra que se utilizé en el analisis fue bacitracina zinc
al 15 % como principio activo, de lote 20071102-6 y potencia asignada de 6,06 U/g
en base seca y la segunda muestra empleada en el andlisis fue bacitracina metilen
disalicilato al 11 % como principio activo, de lote LO70701 y potencia asignada de
4,49 U/g en base seca.

Preparacion y estandarizacion de la suspension del microorganismo de
ensayo

Cultivo bacteriano: la cepa de Micrococcus luteus liofilizada se obtuvo de las
colecciones estandarizadas de la American Type Culture Collection (ATCC 10240). Se
reconstituyo6 el vial liofilizado y a partir de este cultivo de origen se sembré por
agotamiento en placas con agar tripticasa soya (TSA) para su recuperacion,
incubandose por 24 h a 35 + 2 °C. Se realizaron subcultivos en placas con TSA a
partir del cultivo primario para mantener la viabilidad del microorganismo durante la
validacion.

Preparacion de suspension madre del microorganismo: se prepard una suspension en
10 mL de solucién salina al 0,9 % de M. luteus, hasta obtener una turbidez igual al
patron de McFarland al 25 % de transmitancia.

Preparacion de placas de valoracion

Se prepararon placas de valoracion utilizando cajas de petri de 90 x 15 mm a las que
se les adicion6 20 mL de medio antibiético No. 1, el cual se dejo solidificar durante 40
min para formar una capa de agar base lisa. Posteriormente se agregaron 6 mL de
inoculo como capa de siembra sobre la superficie de la capa de agar base y se dej6
solidificar durante 1 h. Pasado el tiempo se hicieron 6 perforaciones equidistantes
entre ellas en cada una de las placas. Estas se rotularon de tal forma que 3 pozos
fueran para la concentracion del estandar de referencia o patréon (serie de
concentraciéon 1,0 Ul/mL) y los 3 restantes se rotularon como muestra. Una vez
sembradas las placas se incubaron por 18 h a 35 + 2 °C, para después con la ayuda
de un calibrador realizar la lectura del diametro de las zonas de inhibicion.
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Validacion del método de cuantificacion del principio activo

Todos los parametros y caracteristicas del desempefio analitico de la validaciéon se
evaluaron de manera independiente para cada muestra (bacitracina zinc y bacitracina
metilen disalicilato).

Especificidad: se prepararon diluciones de las muestras y del patron hasta obtener
una concentraciéon de 1,0 Ul/mL; posteriormente se sembraron 100 puL de estas, el
placebo y el diluyente en cajas de valoraciéon por triplicado.

Linealidad del sistema y linealidad del método: se prepard una curva de calibracién en
un intervalo de concentracion desde 0,05 hasta 2,5 UlI/mL, que incluyé 10 niveles de
concentraciones diferentes (0,05; 0,1; 0,15; 0,2; 0,25; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0y 2,5
Ul/mL) del estandar de bacitracina mas el placebo de cada muestra para la linealidad
del método y del estandar de referencia USP bacitracina para la linealidad del
sistema. El andlisis se realiz6 por triplicado en cada concentracion.

Los datos obtenidos de la prueba se analizaron estadisticamente determinando las
siguientes especificaciones: ecuacion de la recta de regresion, representacion grafica
de la recta de regresion, coeficiente de correlacion, coeficiente de determinacion y
analisis de variancia.

Selectividad: para verificar la selectividad del método analitico se prepararon
muestras al 100 % del patron y de las muestras, con el fin de detectar posibles
interferencias generadas por metabolitos de degradacion, por lo cual se sometieron a
las siguientes condiciones:

Acidez: 5 mL de HCI 1 N en bafio termostatado por 1 h a 90 °C, pasado el tiempo la
solucion se neutralizé con NaOH 1 N.

Basicidad: 5 L de NaOH 1 N en bafo termostatado por 1 h a 90 °C, la solucién se
neutralizé con HCI 1 N.

Fotdlisis por UV: luz solar por 8 dias.
Termodlisis: en bafio termostatado a 90 °C por 1 h.

Una vez realizado el tratamiento de cada una de las muestras en cada una de las
condiciones de estrés, estas se llevaron a una concentraciéon de 1,0 Ul/mL utilizando
solucién amortiguadora No. 1, al 1 % y pH 6, para determinarles el porcentaje de
degradacién. Se prepararon 3 réplicas independientes para el patron y las muestras.

Precision del método: la precision del método se evalué por medio de la repetitividad
y la reproducibilidad. En el caso de la repetitividad, el estudio se realizé por triplicado
para cada muestra a una concentracion de 1,0 Ul/mL. La valoracion al igual que las
diluciones se prepararon y analizaron por un mismo analista, en el mismo dia. Y en el
caso de la reproducibilidad, el estudio se realiz6é por triplicado para cada muestra a
una concentraciéon de 1,0 Ul/mL. La valoracién y las diluciones, se prepararon por 2
analistas, en 2 dias diferentes.

Se analizaron estadisticamente los resultados determinando las siguientes
especificaciones: media, desviaciéon estandar, coeficiente de variacion, intervalo de
confianza y los limites de confianza de la media.
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Precision del sistema: el estudio se realizé con 10 réplicas, a una concentracion de 1,0
Ul/mL del patrén. La valoracion y las diluciones, se prepararon y analizaron por un
mismo analista, en el mismo dia. Se realiz6 el mismo analisis estadistico de la
precision del método.

Exactitud: para establecer la exactitud del método analitico, se prepararon soluciones
de cada muestra mas placebo a concentraciones de 80, 100 y 120 %; para cada nivel
de concentraciéon se prepararon 3 réplicas independientes. Los datos obtenidos se
analizaron estadisticamente determinando las siguientes especificaciones: porcentaje
de recuperacion, homogeneidad de variancias (prueba de Cochran), determinacién del
sesgo y prueba de la t de Student.

Limite de deteccion: se prepararon diluciones del patrén en un intervalo de
concentraciones de 0,005; 0,01; 0,015 y 0,025 Ul/mL. Cada concentracion se realiz6
por triplicado para su valoracion. La concentracion en la cual no se observé halo de
inhibicién, correspondio al limite de deteccion.

Limite de cuantificacion: se prepar6 una dilucién que representd 3 + 4 veces el limite
de deteccidn. Se establecié como concentraciéon de trabajo 0,02 Ul/mL, preparando 6
replicas independientes a esta concentracion para ser valoradas. Con los datos
obtenidos se establecio6 el limite minimo del analito que se puede determinar con
exactitud y precision aceptables.

RESULTADOS
Validacion del método de cuantificacion del principio activo

Especificidad: en el ensayo de especificidad se observé que el procedimiento no
resulta afectado por la presencia del diluyente o excipientes, ya que las placas de
valoracién sembradas con placebo y diluyente no presentaron formacién de halo al
cuantificar el principio activo.®

Linealidad del sistema y linealidad del método: la curva de calibracion realizada para
cada una de las muestras de bacitracina y del patrén, ejecutada entre el logaritmo de
la concentracion en la variable dependiente (Y) y el didmetro del halo (mm) en la
variable independiente (X), resultaron ser lineales en el intervalo de concentraciones
comprendidas entre 0,05 y 2,55 UlI/mL (tabla 1).

Tabla 1. Resultados del estudio de linealidad del sistema v la linealidad del método para
cada una de las bacitracinas

Determinacion Linealidad del Linealidad metodo Linealidad metodo
sistema bacitracina zinc bacitracina metilen
disalicilato
Coeficiente de 0,996 0,997 0,98
correlacian {r)
Coeficiente de 0,993 0,995 0,96
determinacion (r2)
Ecuacian de la recta y=0,127843% - ¥=0,168504x% - ¥=0,187593 -
- 3,132E6 - 4,19447 - 452561
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Selectividad: a partir de los datos que se muestran en las tablas 2 y 3 se observé un
alto porcentaje de degradacién al someter las muestras a condiciones acidas y
basicas. Los porcentajes de degradacion fueron menores al exponer las muestras a
condiciones de estrés de radiacion con luz solar y altas temperaturas, pero aun asi
presentaron degradacion significativa.

Tabla 2. Resultados del estudio de |a selectividad del metodo para bacitracina zinc

Condiciones
acidas
11
W12
I3
Condiciones
basicas
I
M2
W13

Muestra % de Temperatura Muestra
degradacion a0 *C

Estandar 99,9 m1 Estandar

Muestra 100 M2 Muestra

Pacebo = M3 Pacebo

Muestra % de Temperatura Muestra
degradacion o0 °C

Estandar 99,9 m1 Estandar

Muestra 100 M2 Muestra

Placebo = M3 Pacebo

(-1 No se detectd halo de inhibicion,

% de
deqgradacian
22,1
FE,E

% de
degradacian

18,4
82,6

Tabla 3. Resultados del estudio de |la selectividad del metodo para bacitracina metilen

Condiciones
acidas
1
W12
13
Condiciones
basicas
11
W12
M]3

disalicilato
Muestra 2% de Temperatura rMuestra
degradacion a0 *C
Estandar 99,9 M1 Estandar
Muestra 100 M2 Muestra
Pacebo = ] Pacebo
Muestra % de Radiacion Muestra
degradacian ultravioleta
Estandar 09,9 m1 Estandar
Muestra 100 M2 Muestra
Placebo = ] Pacebo

(=) Mo se detectd halo de inhibician,

% de
degradacion
22,1
73

% de
degradacion

18,4
76,6

Precision del método y precision del sistema: en las tablas 4 y 5 se exponen los
resultados correspondientes al estudio de la precision del método. El porcentaje
promedio de recuperacion de todo el sistema fue de 107,11 % con una desviacion

estandar de 1,93.
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Tabla 4. Resultados del estudio de precisidn de bacitracina zinc

Analista Dia 1 Repetibilidad Dia 2 Repetibilidad Reproducibilidad
Analista 1 107,686 % 101,70 %% #media 105,9
106,0 % 99,50 %

107,7 % 103,40 % 52,88
Hrmedia 107, 1 Amedia 101,6 CY 2,72 %
50,97 51,79
CY 0,91 % cY 1,76 9%
Analista 2 105,1 % 109,30 %
108,8 % 106,50 %
107,1 % 107, 40%
Hredia 107,0 Aredia 107,7
S 1,85 S 1,41
CcyY 1,73 % Y 1,30 %

Tabla 5. Resultados del estudio de precision de bacitracina metilen disalicilato

Analista Dia 1 Repetibilidad Dia 2 Repetibilidad Reproducibilidad
Analista 1 106,2 % 107,60 % Hmedia 106,4
105,9 % 108,00 %

104,9 % 108,20 % S
#media 108, 7 =media 107,9 CY 2,56 %
50,72 50,28
CY 0,68 % CY 2,26 %
Analista 2 106,9 % 101,80 2%
109,3 % 101,10 %
109,9 % 107,50%
#media 108,07 #imedia 103,5
5 1,63 5 3,54
CY 1,50% CY 3,42 9%

Exactitud: los porcentajes de recuperaciéon para los niveles de concentracion

estudiados, en la concentracién de 80, 100 y 120 se encontraron para bacitracina

zinc, valores promedio de 100,7; 111 y 91,4 y para bacitracina disalicilato entre el 91
y el 106 %. Al aplicar la prueba de Cochran para la homogeneidad de varianzas, se

obtuvo para un valor de Gip de Gz-z-0,055= 0,8709, un valor de Ge,,= 0,682 para

bacitracina zinc y Ge= 0,790 para bacitracina metilen disalicilato. Al aplicar la prueba
de la t de Student se obtuvo un valor de t,,= 2,306 para p= 0,05/2 y v= 8, un valor

de te= 1,208 para bacitracina metilen disalicilato y un valor t.,= 0,39 para
bacitracina zinc. En la determinacién del sesgo se obtuvo un valor de e%= 1,24 para
bacitracina zinc y e% = 2,2 para bacitracina metielen disalicilato.

Limite de deteccidn: el limite de deteccidon se encuentra a partir de 0,010 UI/mL,

concentracion en la cual se observaron halos de inhibicion. Para las diferentes
concentraciones 0,010 UlI/mL se hallé un halo de 12,46 mm, para la de 0,015 UlI/mL
un halo de 15,99 mm y para la de 0,025 Ul/ mL 17,613. Con la primera concentracion

de 0,005 UI/mL no se detect6 halo de inhibicién.
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Limite de cuantificacién: los valores encontrados determinaron una media de 17,51
mm para el didmetro de los halos de inhibicién, con una desviacién estandar de 0, 22
entre los datos.

DISCUSION

En el estudio de la linealidad del sistema y la linealidad del método, los coeficientes
de correlacién obtenidos fueron muy cercanos a la unidad existiendo una correlacion
positiva (tabla 1). El indice indica que existe una dependencia entre las 2 variables,
denominada relacion directa: cuando el halo tiene un mayor diametro (mm) la
concentracion (Ul/mL) del principio activo es mayor, existiendo una relacién
directamente proporcional.’ El criterio de aceptacion para este método analitico es un
coeficiente de correlacion < 0,95 y por los datos obtenidos las linealidades se
consideran validas. A partir de la evaluacion de las pendientes obtenidas en cada una
de las rectas de regresion, se puede decir que el método con un mayor valor en su
pendiente es mas sensible, es decir que mayor es la respuesta del método frente a los
cambios de concentracion del analito.!

Los resultados del estudio de selectividad (tablas 2 y 3) determinaron que el principio
activo es susceptible a la degradacidon cuando se somete 0 se encuentra expuesto a
radiacion UV y a temperaturas iguales o mayores que 90 °C durante un periodo. Estas
condiciones resultan siendo un interferente que se debe tener en cuenta a la hora de
su fabricaciéon, almacenamiento y al realizarle los analisis de calidad (prueba de
potencia). De igual forma se observd como la molécula al ser expuesta a condiciones
acidas y basicas presenta degradacion, lo que coincide con la informacion obtenida en
cuanto a la estabilidad de la bacitracina, determinando que esta es rapidamente
inactivada en soluciones que tienen un pH mayor que 9 y menores que 4.2 Para la
correcta cuantificacion del analito de interés se requiere la ausencia de interferencias
de compuestos de degradacion acidos o basicos que puedan estar presentes en la
muestra, en su preparacion, condiciones instrumentales y/o en el material de trabajo.

En la precision del método (tablas 4 y 5) los coeficientes de variacion para la
repetitividad y para la reproducibilidad no fueron mayores que 5 %, lo cual muestra
que el método cumple con los parametros establecidos, siendo el ensayo repetitivo y
reproducible por ambos analistas, y reproducible en distintos dias por un mismo
analista. De la misma forma el coeficiente de variaciéon obtenido en la precisiéon del
sistema fue menor que 5 %, encontrandose dentro del criterio de aceptacion
establecido.

En el estudio de la exactitud, al ser Ge,,< Gian Permitio verificar que las varianzas de
las 3 concentraciones utilizadas son equivalentes y homogéneas, es decir que el factor
concentracion no influye en la variabilidad de los resultados. Al aplicar la prueba de la
t de Student, se comprob6 que no existen diferencias significativas entre la
recuperacion media y el 100 % de recuperacion de acuerdo con los resultados
obtenidos. Los valores obtenidos del sesgo o error determinado fueron menores que 3
%, considerado este el criterio de aceptacién. A partir de los estadisticos
determinados se muestra que la exactitud del método cumple con los parametros
establecidos: concentraciones extremas de problema se detectan como tales.

A partir del analisis cualitativo se determind el limite de deteccién en la concentraciéon
de 0,005 Ul/mL de bacitracina; en esta concentracién no se detect6 la formacion de
halo. El limite de deteccidn se refiere a la cantidad minima de bacitracina en una
muestra que puede detectarse, aunque no necesariamente cuantificarse en las
condiciones experimentales indicadas.?
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A partir del andlisis cuantitativo se determino el limite de cuantificacion en la
concentracion de 0,02 UlI/mL de bacitracina; en esta concentraciéon se detectdé y
cuantifico la formacion de halo de inhibicion. La concentracion minima de bacitracina,
que puede ser determinada cuantitativamente con precision y exactitud aceptables en
condiciones experimentales indicadas es de 0,02 Ul/mL.

En conclusién, el método tiene la capacidad de diferenciar de manera precisa y
especificamente el principio activo de bacitracina zinc y bacitracina metilen
disalicilato, en presencia de los demas componentes y/o0 sustancias quimicas como lo
son el diluyente utilizado y el placebo, con un limite de cuantificacion de 0,02 Ul/mL y
de deteccion de 0,005 UI/mL. A su vez mediante el disefio experimental y la
evaluacion estadistica de los resultados, se demostré que el método analitico es
especifico, selectivo, lineal, preciso y exacto en el intervalo de las concentraciones
estudiadas. Por lo tanto, el método analitico cumple con los requisitos para la
valoracién microbioldgica de antibidticos.
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