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RESUMEN

Se estandarizé e implementd el procedimiento analitico para la determinacién de potencia microbiolégica de
neomicina en crema tépica. Para ello se analizaron muestras provenientes de tres lotes piloto del producto, alma-
cenadas en las siguientes condiciones: 20°C-60% humedad relativa, 30°C-70 humedad relativa y 40°C-80% hu-
medad relativa. Se establecieron nueve tratamientos como base del disefio experimental, los cuales consistieron
en combinaciones resultantes del método de extraccién de la muestra con las condiciones de almacenamiento.
Para separar el analito de interés del producto se utilizé extraccién con éter, extraccién con cloroformo y separa-
ci6én con equipo de ultrasonido. El método empleado en el andlisis fue el de dosificacién bioldgica descrito por la
USP. Los resultados obtenidos mostraron que los tratamientos con éter fueron los més adecuados para la extrac-
cién de la muestra ya que presentaron halos de inhibici6n similares a los del estdndar con el cual fueron compa-
rados, se utilizaron como técnicas de siembra discos y pozos en el medio de cultivo.
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ABSTRACT ‘

The analytical procedure for determination of microbiological potency of neomycin in topical cream was
standardized and implemented. In order to that originating samples of three pilot batches of the product were
analyzed, the samples were stored in the following conditions: 20°C-60% relative humidity, 30°C-70% relative
humidity and 40°C-80% relative humidity. Nine processings sefttled down as it bases of the experimental design,
which consisted of resulting combinations of the method of extraction of the sample with the conditions of
storage. In order to separate the analito of interest of the product extraction with ether was used, extraction with
chloroform and separation with ultrasound equipment. The method used in the analysis was the biological assay
described by the USP. The obtain results showed that the processings with ether were adequated for the extraction
of the sample since they presented inhibition zones similar to those of the standard with which they were compared,
the used methods were cylinder-plate “plate” and discs in culture media.

y biotecnolégica, en la que existe un conjunto
de regulaciones que son de obligatorio cum-
plimiento para la posible comercializacién de
los productos. (Gémez, 1995).

INTRODUCCION

En la actualidad, las organizaciones necesi-
tan cada vez mds establecer sistemas eficien-
tes de calidad para ser competitivas pudiendo

asi satisfacer las necesidades de los clientes y
de la propia organizacién. Esta afirmacién es
también valida para la industria farmacéutica

En la industria farmacéqtica, los conceptos de
garantia de calidad, buenas pricticas de ma-
nufactura (BPM) y control de calidad consti-
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tuyen aspectos muy importantes de la admi-
nistraci6n de la calidad, la cual se define como
el aspecto de la funcién administrativa que
determina y pone en prictica la “politica de
calidad”, es decir la orientacién y las inten-
ciones generales de un organismo en lo que
respecta a la calidad, en Ia forma como lo ex-
presan y lo autorizan las autoridades superio-
res de dicho organismo. El control de la
calidad es la parte de las BPM que se refiere
al muestreo, especificaciones, y ensayo, como
también a los procedimientos de organizacion,
documentacién y autorizacién que aseguren
que los ensayos necesarios y pertinentes real-
mente se efectien, y que no se permita la cir-
culacién de los materiales, ni se autorice la
venta o suministro de los productos, hasta que
su calidad haya sido aprobada como satisfac-
toria. El control de la calidad no se limita a
las operaciones de laboratorio, sino que debe
estar presente en todas las decisiones concer-
nientes a la calidad del producto. (OMS, 1996)

La actividad o potencia de un antibiético,
puede ser demostrada mediante el efecto
inhibitorio de la sustancia en cuestién cuan-
do es evaluado frente a un microorganismo.
En los andlisis de potencia, se compara
cuantitativamente el efecto de una muestra
sobre un sistema biolégico con el efecto pro-
ducido por una preparacién estdndar en las
mismas condiciones, obteniendo asi un valor
de potencia relativo al del estdndar de refe-
rencia. (USP XX1V, 2000)

Laneomicina es un antibiético que forma parte
del grupo de antibiéticos aminoglucésidos, los
cuales son utilizados principalmente en el tra-
tamiento de infecciones causadas por bacte-
rias Gramnegativas aerobias. L.os miembros
de este grupo de antibiéticos no son activos
frente a microorganismos anaerobios. (USP
XX1V, 2000)

MATERIALES Y METODOS

Laestandarizacién de la técnica para la deter-
minacién de potencia microbiolégica de

neomicina en crema tdpica (Betametasona
0.04% - Neomicina 0.5% - Clotrimazol 1.0%),
se llevé a cabo en el Laboratorio de Mi-
crobiologia de una Planta Productora de
Medicamentos.

Preparacion de soluciones estindar:

a. Solucién stock: A partir de estdndar de
referencia USP de neomicina sulfato, lote
45800L1 de potencia rotulada 782 g
neomicina/mg, se peso el equivalente a
20 mg de neomicina en baldn aforado de
20 mL y se completé a volumen con
Buffer fosfato pH 8.

b. Solucién de referencia: De la solucién
stock preparada se tomé una alicuota de
2 mL, se colocé en balén de 100 mL y se
llevé a volumen con Buffer fosfato pH 8
obteniendo una solucién de concentracidn
0.02 mg/ml..

c. Preparacién de soluciones estdndar para
curva patrén: A partir de la solucién de
referencia se tomaron alicuotas de 1, 5,
10,-15 y 20 mlL., se pasaron a balones de
50 mL y se llevé a volumen con Buffer
fosfato pH 8. Estas soluciones se identifi-
caron como S1, S2, S3, S4 y S5 con
concentraciones finales de 0.4, 2,4,6y
8 pg/mL de neomicina, respectivamente.

d. Preparacién de la muestra: A partir de la
concentracién rotulada de neomicina en
el producto, se pesé una cantidad equiva-
lente a 20 mg; para los tratamientos con
éter y cloroformo esta cantidad se disol-
vi6 en 30-mlL. de Buffer fosfato pH 8 y en
embudo de decantacién se mezclé con 50
mL del respectivo solvente; se agité ma-
nualmente y se hicieron 3 lavados con el

. mismo buffer, se descarté la fase orgénica
y se recuper( la fase acuosa, se completé
a volumen de 100 ml., a partir de esta so-
lucién se prepar6 una solucién de concen-
tracién final 4 pg/ml. de neomicina. Para
la separacién con equipo de ultrasonido,
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se peso la misma cantidad y se adiciona-
ron 30 mL de buffer pH 8, se llevé a equi-
po de ultrasonido durante 50 minutos,

después se completd a volumen y se pre-

par6 una solucién de concentracion final
4 pg/ml. de neomicina.

Preparacién del inéculo: Se utilizé como
microorganismo de prueba una cepa de
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228. E1
dia anterior a cada ensayo se realiz6 un repi-
que en caja TSA y se incubé 24h a 37°C. El
dfa del ensayo se prepar$ una suspension de
microorganismo en solucién salina estéril
0.9% que tenia una turbidez del 25% de
transmitancia a 520 nm. De esta suspensién
se tom6 1 mL por cada 100 mL de Medio
Antibiético No. 11 (preparado segtin las indi-
caciones de la casa comercial), mantenido a
45°C, el medio fue inoculado hasta obtener
una suspensién homogénea.

Preparacion de cajas de petri con medio de
cultivo inoculade: Se colocaron las cajas co-
mrespondientes al andlisis sobre una superfi-
cie nivelada. En cada una se sirvieron 10 mL
de Medio Antibiético No. 11 sin inoculary se
dej6 solidificar. Luego se sirvié una segunda
capa de 6 mL del medio inoculado de manera
que cubriera toda la base y se dejo solidificar.
En cada caja se trabajaron 6 reservorios de
los cuales 3 fueron para el estdndar S3 y los
otros tres para la muestra correspondiente y
los demds estindares segiin fuera el caso.

Disefio experimental: Se establecieron nue-
ve tratamientos y para el anélisis de datos se
realizd la técnica de andlisis de varianza
“ANOVA”.

Para el tratamiento de los datos se partié de
un modelo matemadtico unifactorial. Como
estadistico de prueba se utilizé la distribucién
de probabilidad de Fisher con un nivel de con-
fianza del 95%. Para reforzar la decisién to-
mada en el andlisis de varianza, se realizé la
prueba de Scheffe.

RESULTADOS

Siguiendo la metodologfa de dosificaci6n bio-
16gica los resultados obtenidos para las técni-
cas de siembra tanto en pozos como en discos
y al comparar los diferentes lotes con los mé-
todos se encontrd que los mayores halos de
inhibicién se evidencian al realizar la extrac-
cién con éter independientemente de la hu-
medad relativa en las muestras. (Véanse tablas
y gréficos).
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Grarico 1. Para la técnica de siembra en dis-
cos los tratamientos 4 y 7 presentaron en pro-
medio mayor halo de inhibicién.
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GRAFICO 2. Para Ia técnica de siembra en po-
zos los tratamientos 1, 2, 4, 5 y 7 presentaron
en promedio mayor halo de inhibicidn.
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TasLa 1. Técnica de siembra : discos -
(Valores promedio halos de inhibicién)

TaBLA 2. Técnica de siembra pozos
(valores promedio halos de inhibicién)

Tratamiento Lot halo de Tratamiento Lote halo de
Inhibicién Inhibicién
(mm) (mm)
1 1050901 10,1 1 - 1050901 179
Kter-20°C-60% HR 2050901 10,5 Eter-20°C-60% HR 2050901 17,7
3050901 10,1 3050901 17,5
2 1050901 9,5 2 1050901 17,7

Cloroformo-20°C-60% HR 2050901 9,7
3050901 9,7

Cloroformo-20°C-60% HR 2050901 17,9
3050901 17,8

3 1050901 94 3 1050901 17,5
Ultrasonido-20°C-60% HR 2050901 8,7 Ultrasonido-20°C-60% HR 2050901 17,1
3050901 9.2 3050901 174
4 ' 1050901 10,7 4 1050901 17,6
Eter-30°C-70% HR 2050901 106  Eter-30°C-70% HR 2050901 17,6
3050901 10,5 3050901 176
5 1050901 9,5 5 1050901 17,7
Cloroformo-30°C-70% HR 2050901 95 Cloroformo-30°C-70% HR 2050901 17,7
3050901 9,5 3050901 17,6
6 1050901 75 6 1050901 144
Ultrasonido-30°C-70% HR 2050901 86  Ultrasonido-30°C-70% HR 2050901 16,6
3050901 8,7 3050901 16,6
7 1050901 105 7 ' 1050901 17,7
Eter-40°C-80% HR 2050901 10,6 Eter-40°C-80% HR 2050901 17,7
3050901 104 3050901 17,7
8 1050901 9,3 8 1050901 172
Cloroformo-40°C-80% HR 2050901 92 Cloroformo-40°C-80% HR 2050901 16,9
3050901 8,8 3050901 17,0
9 1050901 7,1 9 1050901 15,8
Ultrasonido-40°C-80% HR 2050901 6,8 Ultrasonido-40°C-80% HR 2050901 15,0
3050901 7,1 3050901 153
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TasLA 3. Técnica de siembra discos
(valores promedio halos de inhibicion)

Halo de
inhibicién
Tratamiento Lote (mm) (S3)
4 1050901 10,7 106
Eter-30°C-70% HR 2050901 10,7 10,6

3050901 10,5 105

10,647
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10,56 }———
10,52 1

10,48 +—————————
10,44 s e
Y EEE

HALO DE INHIBICION (mm)

7 ESTANDAR
TRATAMIENTO

7 - 1050901 10,5 10,5
Eter-40°C-80% HR 2050901 10,6 10,6
3050901 104 10,5

TasLa 4. Técnica de siembra pozos
(valores promedio halos de inhibicion)

Halo de
inhibicién
Tratamiento Lote (mm) (S3)
4 1050901 176 175
Eter-30°C-70% HR 2050901 17,6 17,5

3050901 17,6 17,5

7 1050901 17,7 177

GRAFICO 4. Para Ia técnica de siembra en dis-
cos el tratamiento 7 presenté en promedio
igual halo de inhibicién que su estdndar.

e
~
~

17,65: =
17,6

i
=]
%))

!

1

¥

E INHIBICION (mm)

-
~N
[}

] e
Q17,45 7 :
sttt
4  ESTANDAR
TRATAMIENTO

GRAFICO 5. Para 1a técnica de siembra en po-
zos el tratamiento 4 presenté en promedio
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GRAFICO 3. Para la técnica de siembra en dis-
cos el tratamiento 4 presentd en promedio

mayor halo de inhibicién que su estdndar.

GRAFICO 6. Para la técnica de siembra en po-
zos el tratamiento 7 presenté en promedio
igual halo de inhibicién que su estdndar.
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COMPAI'{ACI(')N DE TRATAMIENTOS
VS. ESTANDAR

Se compararon los tratamientos 4 y 7 vs.
estdndar, los cuales presentaron en promedio
mayor halo de inhibicién y ademads se encon-
traron en las dos técnicas de siembra. Los tra-
tamientos 1, 2y 5 no apareceran debido a que
en la técnica de siembra de discos no presen-
taron en promedio halos de inhibicién mayo-
res a los anteriormente mencionados.

DISCUSION

En la estandarizaci6n del procedimiento ana-
litico para determinar la potencia de neomicina
en crema tdpica, en primera instancia, el mé-
todo de separacién del principio activo a ana-
lizar fue seleccionado de acuerdo a la
solubilidad del producto; segiin la USP XXIV
la neomicina es un antibiético completamen-
te soluble en agua, ligeramente soluble en al-
cohol e insoluble en acetona, cloroformo y
éter, por esta razén 6 de las combinaciones
realizadas se llevaron a cabo utilizando como
solventes éter y cloroformo; y las otras 3 com-
binaciones se realizaron con equipo de ultra-
sonido con el fin de solubilizar la neomicina
en el buffer a partir de la vibraci6n ultraséni-
ca. En los 9 tratamientos se tuvo en cuenta de
igual forma la solubilidad de los otros dos prin-
cipios activos del producto (Clotrimazol y
Betametasona) y se estableci6 esta forma de
solubilizacién ya que el clotrimazol y la
betametasona son completamente insolubles
en agua segtn la USP XX1V, por lo cual el
analito de interés se recuperaria en el buffer.

Una vez establecido el método de separacidn,
en cada caso se determinaron las combinacio-
nes a desarrollar con el fin de realizar un an4-
lisis de varianza, de tal forma que durante el
andlisis fuera posible encontrar la magnitud
con la que contribuia cada una de esas fuen-
tes en la variacion total. De esta forma se pre-
tendia establecer si todos los tratamientos eran
iguales entre ellos o por el contrario si alguno
tenfa influencia en el didmetro del halo de in-

hibicién producido. Los resultados obtenidos
muestran claramente que s existe una dife-
rencia en el tratamiento de la muestra con res-
pecto al tamafio del halo producido lo que se
ve reflejado en los tratamientos realizados con
éter y cloroformo que fueron los que mayor
halo de inhibicién presentaron. Caso contra-
rio lo ocurrido con la separacién por ultraso-
nido que presentaba tamafios de halo inferiores
con relacién a los otros dos tratamientos.

Es importante anotar que las combinaciones
realizadas con éter, presentaron mayor facili-
dad para la extraccién de la muestra, ya que
tanto la fase orgdnica como la fase acuosa se
diferenciaban totalmente, lo que no ocurrié
con el cloroformo ya que la fase orgénica pre-
sentaba un color similar a la fase acuosa. En
principio se pensé que habia algtin excipiente
en el producto que estaba precipitando en el
cloroformo, pero se realizé un pequefio ensa-
yo disolviendo una cantidad determinada de
principio activo (neomicina) en un volumen
determinado de cloroformo, y resulté que par-
te de este principio activo se solubilizaba en
el cloroformo, situacién que no se esperaba
debido a las caracteristicas de solubilidad de
la neomicina establecidas en la USP XXIV,
por lo que para futuros analisis en el laborato-
rio de microbiologia de la planta farmacéuti-
ca en la cual se llev a cabo el estudio se
descart6 este tratamiento ya que podia inter-
ferir posteriormente en el valor de potencia
del producto estando fuera de los limites es-
tablecidos para el producto en cuestion.

De igual forma el tratamiento con ultrasonido
no fue muy efectivo, debido a los resultados
arrojados; el tamafio de los halos de inhibi-
cién fue inferior en relacién con los otros dos
tratamientos por lo cual esta forma de trata-
miento de la muestra fue descartada.

Las condiciones de almacenamiento del pro-
ducto también fueron un factor importante a
tener en cuenta, ya que las muestras analiza-
das correspondian a 3 lotes piloto conserva-
dos a 20°C-60% HR, 30°C-70% HR y




Enero-junio de 2003

40°C-80% HR, y a partir de éstas se pretendia
determinar si existfa algiin efecto en el tama-
fio ‘del halo de inhibicién con respecto a su
almacenamiento por lo cual las combinacio-
nes fueron establecidas teniendo en cuenta lo
anteriormente mencionado. En relacién con
el almacenamiento, el Codex Farmacéutico
establece que la neomicina debe ser almace-
nada en contenedores herméticos, protegida
de la luz y a temperaturas que no excedan los
30°C, pero en relacién con la temperatura de
almacenamiento en los tratamientos 4 y 7 no
se present6 una disminucién significativa en
el didmetro del halo de inhibicién, por el con-
trario el tratamiento 4 mostré un halo mayor
comparado con el estdndar y el tratamiento 7
present6 un halo igual al de su estindar lo que
demuestra la estabilidad del producto a altas
temperaturas de almacenamiento.

Otro de los factores que se tuvo en cuenta fue
la humedad, que de acuerdo a lo planteado
por Tolosa, et al., 1998, acelera la degrada-
cién de un farmaco, por lo que el envase
desempefia una importante funcién en su con-
servacion. En el caso de este estudio, la hu-
medad relativa de almacenamiento estaba
ligada a una temperatura, razén por la cual no
existieron combinaciones como por ejemplo
20°C-80% HR, sino las muestras que fueron
analizadas provenfan del almacenamiento en
cdmaras de estabilidad que se encontraban
en el laboratorio de desarrollo de la planta far-
macéutica en la cual se desarrollo el trabajo.
En este sentido, los resultados muestran cla-
ramente que la humedad relativa no tiene
efectos significativos en el tamafio del halo
de inhibicién lo que se sustenta con los re-
sultados obtenidos con el tratamiento 7
(40°C-80% HR).

En la estandarizacién de la técnica para el
analisis de potencia de neomicina, siguiendo
la metodologfa oficial de difusién en placa es-
tablecida por la USP XXIV, se comparé el
método antes mencionado utilizando como
técnicas de siembra discos impregnados y
pozos en el medio de cultivo. Los resultados

muestran que los tratamientos 4 y 7 para dis-
cos impregnados presentan mayor halo de in-
hibicién entre el conjunto de tratamientos y
en relacién con su estdndar. De igual forma
para la siembra en pozos de los mismos el ta-
mafio de halo también fue similar a su
estdandar. De acuerdo a lo anterior, se hubiera
podido escoger una de las dos técnicas de
siembra, aunque los didmetros de los halos de
inhibicién fueron mucho menores para discos
impregnados, estaban muy relacionados con
el estdndar, pero para el método de difusién
en placa se descartd la técnica de discos im-
pregnados ya que al realizar la curva patrén
de estdndares (trabajar 5 concentraciones di-
ferentes del estdndar de referencia) sugerida
por la USP, el estdndar 1 (S1), en ninguno de
los andlisis llevados a cabo present halo de
inhibicién, lo cual hacfa imposible realizar el
célculo de potencia, por el contrario, en to-
das las siembras realizadas en pozos todos
los estdndares presentaban halo de inhibi-
cién y la curva patrén cumplia con los pard-
metros necesarios para realizar los cdlculos
respectivos.

CONCLUSIONES

* Selogré estandarizar e implementar la téc-
nica para la determinacién de potencia
microbiolégica de neomicina en crema
tdpica, a partir del establecimiento de tra-
tamientos para analizar el principio acti-
vo de interés en tres lotes piloto.

* Tue posible establecer que el solvente
adecuado para separar el principio acti-
vo (neomicina) del producto a analizar
es el éter, ya que los tratamientos reali-
zados con este solvente presentaron un
mayor halo de inhibicién con respécto a
los tratamientos realizados con clorofor-
mo y ultrasonido.

¢ En el caso del método de difusién en pla-
ca para la determinacién de potencia, el
indculo fue un factor critico. El repique a
partir del cual se prepar6 la suspensién de
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microorganismo para inocular el medio de
cultivo, no debfa tener un tiempo de siem-
bra mayor a 24 horas ya que si no se trata-
ba de un cultivo fresco, el microorganismo
no crecfa de manera uniforme impidien-
do la lectura de los halos de inhibicién.

La forma adecuada de andlisis para la de-
terminacién de potencia de neomicina en
crema tépica, consistié en utilizar como
solvente éter (para extraer el analito de
interés) y como técnica de siembra el mé-
todo de difusién en placa con pozos en el
medio de cultivo. :

Las condiciones de almacenamiento del
producto fueron muy ttiles para estable-
cer los tratamientos que se utilizaron en
la estandarizacién de la técnica. Los re-
sultados permiten concluir que el analito
de interés es estable a temperaturas hasta
de 40°C, ya que el tratamiento 7 (40°C-
80% HR) en el método de difusion en pla-
ca utilizando como técnica de siembra
pozos presentd un halo de inhibicion igual
al del estdndar, lo que indica que al calcular
el valor de potencia éste se encontrari en
los limites establecidos para el producto.
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