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Resumen

Este trabajo nacid y se desarrolld en relacion al desafio cientfi-
co, técnico e industrial de resolver el problema de contaminaciones en un
producto farmacéutico, Liofilizado de hemisuccinato de hidrocortisona.

La advertencia inicial de los frascos viales contaminados se realiz6 bajo
su observacién directa después de su reconstitucion lfquida a la luz inci-
dente,

Los frascos viales contaminados, después de reconstituido su con-
tenido se sometieron a técnicas de aislamiento de 1los contaminantes me-
diante la filtracién por membrana de poro 0.22 micras, seguida de deseca-
cion de la membrana y sus residuos. EIl material asl aislado se coloco, -
con todos los cuidados requeridos, mediante agujas de cristal y pinzas ul-
trafinas y bajo microscopio estereoscopico, entre porta y cubreobjetos de
cristal. Las. preparaciones asl construidas se sellaron por sus bordes en
una mezcla de cera de abejas y parafina con punto de fusién de 600; otras
preparaciones se sellaron con barniz de ufias (Acetatopropionato de celu-
losa).

Los contaminantes iniciales se reconocieron como de tres dife-



rentes clases y mediante un estudio al microscopio y bajo diferentes sis-
temas Opticos (Campo Claro, Campo Obscuro, Campo de Luz Polarizada,
Contraste de Fases, Contraste Diferencial de Interferencias y Fluorescen-
cia a la Energfa Ultravioleta) se determinaron sus caracteristicas optico
fotbnicas méas notables. A continuacion se procedié al eswudio microsc6-
pico, en la manera descrita, de todos aquellos otros materiales compro-
metidos o vinculados con el proceso de produccidn del firmaco. Se estu~
diaron 98 diferentes muestras de materiales para ser comparados con -
nuestros tres contaminantes iniciales. Nunca se pretendi6 conocér la na-
turaleza quimica de los materiales, todo el interés se virtid en el estudio
morfolégico de ellos y mediante microfotografias en condiciones compara-
bles, se procedid a cotejar todo el material de anilisis con la imagenes de
nuestros contaminantes. El trabajo se ilustra con 70 microfotografias de
un conjunto de m&as de 300 microfotograffas. La identificacién por compa-
raci6én fué definitiva e indiscutible. Una vez conocidos los materiales, -
ahora si, por su procedencia, se identificaron como Papel Glasin, Fibras
de Algodén mezcladas con filamentos plasticos derivados de la textura de
algunas batas y Filamentos de Asbesto de los guantes termoprotectivoé -

empleados durante la esterilizacidn.



[. INTRODUCCION

Dentro del amplio y muy variado conjunto de recursos terapéuti-
cos con-los que cuenta la medicina, la administracién de sustancias por
via parenteral, en el torrente sanguineo, tiene una muy especial y valiosa
aplicacioén.

La terapia parenteral, en particular por via sanguinea, es univer-
salmente utilizada debido a las ventajas de la accién rapida del medicamen
to que se distribuye por el torrente sanguineo llegando al sitio de accién -
con mayor brevedad que cualquier otra forma de administracion farmacé-
utica. La via parenteral (para = a un lado y enteron=intestino), se refiere
practicamente a la administracion del firmaco por inyeccién bajo la piel o
las membranas mucosas, salvando las primeras barreras naturales de -
proteccidén del cuerpo, alcanzando las masas musculares, adiposas, cavi-
dades viscerales naturales (peritoneo, pleura, pericardio, sinovial, entre
otras) y desde luego, la via sanguinea. Se comprende que en estas circuns
tancias, los compuestos que se administran por esta via deben ser subs-
tancias no agresivas a los tejidos y al organismo, estar libres de cualquier

tipo de contaminacién quimica, fisica y biolGgica, lo que se traduce en la



necesidad de una alta calidad del producto.

Los firmacos de administracién parenteral deben, por lo tanto,
cumplir con estrictos controles asépticos en todos los aspectos de la pro-
duccidén farmacéutica, lo que representa mayor seguridad y eficiencia pa-
ra el consumidor. Estos controles se contemplan en las recomendacio-
nes contenidas en las ""Actuales Buenas Practicas de Manufactura'' que se
incluyen en el Cédigo Federal de Regulaciones (CFR).

Entre los controles de calidad que se realizan y exigen a un pro-
ducto parenteral figuran: a) libre de todo microorganismo, b) libre de pi-
régenos, c) no contener materia extrafia que afecte a la transparencia del
compuesto o produzca turbidez a la solucién, y d) contener s6loel o 1los
elementos farmacéuticos de la f6rmula.

La USP XXI (dltima publicacién de la Farmacopea de los Estados
Unidos de América) en revisiones continuas y actualizadas establece los
requerimientos para estas pruebas y considera a la materia extrafia como
un contaminante mévil, insoluble y no intencionalmente presente en el pro
ducto.

La Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos, Quinta edicidn
(1988) dice, *Las soluciones acuosas inyectables preparadas por el fabri-
cante o en el momento de emplearse, cuando son examinadas bajo condi-

ciones adecuadas de visibilidad, deben ser limpidas y sin particulas en -



suspensién, atin después de agitarlas.

Sobre el problema que representa este tipo de materias extrafias
como contaminantes de productos parenterales, es a lo que se va a refe-
rir este trabajo como respuesta a una experiencia vivida con una contami-
nacién a un producto liofilizado de pequefio volumen.

El resultado de numerosas investigaciones sobre el problema de
los contaminantes en los productos de aplicacion parenteral ha sido infor-
mado desde sus inicios por Garvan y Gunner (20), los cuales encontraron
que las particulas en soluciones parenterales presentaban riesgos para la
salud; posteriormente Turco (38), recopil6 varias investigaciones acerca
del significado clinico, entre algunos efectos, se observd que después de
la administracién intravenosa de una solucién con particulas se presenta-
ba una embolia en 6rganos vitales, estos eventos reflejaron un considera-
ble interés sobre los pasos del proceso de produccidén y empezaron a in-
vestigar las diferentes fuentes potenciales de contaminacion en el desarro
110 del producto, enconirando que estas variaban mucho de un laboratorio
con otro, por las diferentes condiciones de produccion de cada laboratorio,
existiendo estandarizaciones generales para todos ellos.

Atn con la modernizacién y el alto nivel tecnologico en la indus-
tria farmacéutica, la contaminacién por particulas extraflas es uno de los

problemas actuales, especialmente en el proceso de soluciones liofiliza-



das de pequefio volumen.

Una contaminacién de este tipo repercute de muy variadas formas
sobre la seguridad del consumidor, la salud del paciente, la integridad del
producto, los controles establecidos en producci6n y sobre los costos por
pérdidas econbémicas que lleva consigo un lote rechazado.

Al principio las particulas se detectaban por observacién a sim-
ple vista, después con la ayuda del microscopio.

El adelanto de la tecnologia permitié que la revisién rutinaria fue-
se maés rapida en lag soluciones inyectables y se incrementaron muchos y
diferentes instrumentos electronicos utilizando los principios de bloqueo y
de absorcién de luz. También se émpleo la resistencia eléctrica para ob-
tener, detectar y estimar la cantidad de particulas, asf como su distribu-
cién y tamafio; sin embargo, el saber que el producto presentaba contami-
nacidn no revelaba qué tipo de contaminacién era la que estaba presente en
la solucién parenteral, ni de que fuente provenia.

Finalmente, con el microscopio no sé6lo es posible observar y -
descubrir particulas, sino que también se puede intentar el conteo y la i-
dentificacion de dichas particulas extrafias, sobre todo con la ayuda de los
modernos Sistemas opticos, tales como el Campo obscuro, el Contraste
de fases, la Luz polarizada, la Interferencia policromaética, el Contraste

diferencial de interferencias y la Fluorescencia espectral a la Energia ul-



travioleta. L.os resultados son novedosos, de alta confiabilidad y compa-
rables a los resultados que se obtienen con otros métodos, como el Micro
andlisis o el Video de imagen con circuitos electrénicos, con la ventaja de
ser mas accesible al personal de control de calidad, proporciondandonos -

informacién sobre la fuente potencial de contaminacién.



A. Reseiia historica

Se debe a Hopkins (20), una revision histérica sobre el principal
acceso a la via sanguinea y el inicio de la terapfa parenteral. En 1492, -
se realiz6 por vez primera una transfusion de sangre de dos nifios joévenes
al padre; el resultado fué castastrofico, el padre y los nifios murieron vic
timas del terrible choque hemoclasico. Esto desanimé los siguientes in-
tentos de penetrar al torrente sanguineo, fué muchqs afios después, hasta.
1628, cuando William Harvey, publico su descubrimiento sobre la circula-
cién de la sangre en el cuerpo humano, que volvid el interés por alcanzar
la circulacién sanguinea.

La primera inyeccién de un firmaco en venas de animales vivos
fué en 1657 por Sir Christopher Wren, en una forma rudimentaria, sin pre
cisar ni los instrumentos, ni los animales, ni el farmaco empleados.

L.a técnica para la inyeccién intravenosa se desarroll6é muy lenta-
mente durante los 150 afios que siguieron. Los progresos realmente em-
pezaron en 1853 cuando Charles Pravaz, fisico francés, disefi6é un tipo de
aguja hipodérmica y en 1853, el Dr. Alexander Wood de Edinburgo descri-

bid una inyeccién subcutinea de firmacos con propfdsitos terapéuticos - -



usando una jeringa uniforme. A mitad del siglo XIX, se incremento la ad-
ministracion de soluciones parenterales, debido entre otros trabajos é -
los de Roberto Koch, de Louis Pasteur y sobre todo de Paul Ehrlich, quien
con sus ideas de la "Bala maigica', desarroll6 la quimioterapla especifica
de arsenicales en la lucha contra la Sifilis, empleando la via parenteral.
Al mismo tiempo y como solucidn a un problema paralelo, Charles Cham-
berland, aplico técnicas y recursos de esterilizacion a los productos des-
tinados a aplicarse por via parenteral.

En 1942, la Farmacopea de los Estados Unidos Americanos - -
(USP-XII), admiti6 la primera preparacion destinada para inyeccién paren
teral.

Y en 1970, la USP XVIII, incluyd oficialmente alrededor de 200 -
preparados inyectables por via parenteral. En 1971, Davis y Turco die-
ron a conocer que en un afio se aplicaron 75,000,000 de compuestos por
via parenteral y, en 1973, el mismo Turco, estimé que esta cifra se in-
crementd a mas de 150,000,000 de fairmacos parenterales.

Actualmente la terapia intravenosa es universalmente practicada
y cada dfa aparecen nuevos y muy variados productos que se aplican por -

via parenteral.
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B. Antecedentes

Consideradas la esterilidad, la ausencia de pirogenos y la trans-
parencia como caracteristicas de calidad y pureza en un producto parente- .
ral, éstas deben ser mantenidas durante el proceso de produccién, proce-
so de acondicionamiento y almacenamiento, asi como durante la adminis-
tracion del compuesto en el paciente; sin embargo, con frecuencia la posi-
bilidad de contaminacibn en alguna de las diferentes partes del proceso de
manufactura es mas frecuente de lo que se podria suponer, especialmente
en algunos procesos, como la liofilizacioén.

La falta de una transparencia satisfactoria en soluciones inyecta-
bles es uno de los mis frecuentes problemas en los productos parentera-
les liofilizados (31).

La liofilizaci6n es un importante método de produccién en la pre-
paracién de varios compuestos parenterales; biasicamente el proceso con-
siste en la sublimacién del agua en estado de hielo a partir de una solucién ‘
acuosa estéril congelada en un recipiente estéril y secada al vacio, resul-
tando asi’ una pasta seca o "pastel” de aproximadamente el mismo tamaifio
y forma de la masa original congelada. En estas condiciones es muy difi-

cil, practicamente imposible, discriminar a los frascos viales contamina-~
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dos de los libres de particulas extrafias, s6lo contaminantes muy grande.s
y evidentes pueden ser advertidos en la pasta liofilizada; es hasta la re-
constitucidn acuosa del producto cuando puede observarse en la solucién la
presencia de partculas u otro contamin.anre. Consecuentemente se han -
dirigido estudios especiales para la identificacion de partculas para saber
de qué fuente provienen y mejorar los controles en el proceso de produc-
cién.

El interés de una materia extrafia presente en soluciones paren-
terales fué resaltado por dos fisicos australianos, Garvan y Gunner, que
empezaron a preocuparse por la gran cantidad de materia extrafia presen-
te en soluciones intravenosas. La observacion se llevd a cabo revisando
visualmente un recipiente con soluci6n parenteral en una caja negra donde
un rayo de luz vertical u oblicua ilurinaba toda 1la soluci6n, produciéndose
asf el fen6meno de Tyndall. Asf se encontrd que muchas muestras de cin-
co industrias estaban contaminadas con materia extrafia. Estos descubri-
mientos se publicaron entre 1963 y 1964, atribuyendo que las fuentes de
mayor potencial de contaminaci6n se producian en: el tapon de hule, por
algunas fibras de celulosa y por ingredientes de la formulacién.

Los autores examinaron varias marcas de soluciones intraveno-
sas producidas por Laboratorios Farmacéuticos en Australia, Inglaterra,

" Buropa, Filipinas y EUA, encontrando tres tipos de particulas, con las
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cuales condujeron unos experimentos en conejos, a los cuales se les inyec
taron soluciones intravenosas contaminadas. Estudios necrépicos demos-
traron dafios pulmonares, observando granulomas en los pulmones de los
conejos; algunos contenfan fragmentos de vidrio, el tapén de hule y de ce-
lulosa (20).

En norteamérica el interés estimulado por la informacién de Gar-
van y Gunner, originé que numerosos investigadores estudiaran el proble-
ma en forma similar y en 1966, la Adminiswracién de Farmacos y Alimen-
tos (FDA) llev6 a cabo un Simposio en Washington D. C., sobre la seguri-
dad de soluciones inyectables de gran volumen.

En 1968, Transen B. (36), propuso el uso de membranas con mi-
croporos para la filtraci6n en varios pasos del proceso de produccién.

A partir del mencionado Simposio varios investigadores sumaron
la informacion relacionada al significado clinico de la materia extrafia en
soluciones parenterales, para lo cual relacionaron varias formas de detec
cién, medici6n, conteo e identificacion, asf como la forma de redicirla en
las operaciones de produccion.

En 1972, Nicholson W. (30), informd que la naturaleza de la con-
taminacidén por particulas extrafias indeseables en un producto es muy va-
riada, ademas de las ya mencionadas, €l observd al microscopio fibras de

asbesto como contaminante de un producto parenteral.
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En 1973, Turco S. (38), recopild varias investigaciones sobre el
significado clinico y las posibles fuentes de contaminacion y métodos para
su deteccidén. Turco empled el microscopio para la identificacion de las
particulas (57).

En 1974, Hopkins G. (20), y otros (32, 37), trataron de correla-
cionar el método del microscopio con los demis métodos instrumentales -
para el conteo e identificacitn de particulas extrafias en las soluciones pa-
renterales; las lecturas de ambos métodos resultaron comparables.

En el mismo afio Drafz. R. (12), realiz6 una identificacién y con
teo de particulas extraiias contenidas en soluciones parenterales, mostran
do algunas microfotografias de contaminantes presentes en el producto y
1a forma como obtuvo sus muestras estiandar y el sistema 6ptico que utili-
z6 (luz polarizada).

En 1978, Flaum I. (45), realiz6 una recopilacién de varias publi-
caciones abocadas al problema de la contaminaci6n de productos farmacéu
ticos, involucrando etapas de produccién, control y de distribucidn, clasi-
fic6 la naturaleza de los contaminantes en: contaminacién mecanica, qui-
mica y microbiolégica. Sugirib para la prevencién un mejor control de los
siguientes factores: dreas de produccién, personal de elaboracitn, ruta de
materiales, pasos del proceso, formulacion y control establecido, afiadien

do envases y equipo, resaltando las caracteristicas que cada uno de los
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factores mencionados debe tener.

Whyte W, en 1979 (40), informdé que las posibilidades te6ricas -
incluian cualquier material que tuviera influencia en el cuarto limpio o -~
Area aséptica y al cual el producto estuviera expuesto; él mismo (41, 42),
en 1981 y 1984, describi6 los resultados de una serie de investigaciones -
en cinco dreas de produccién farmacéutica que fabricaban productos inyec
tables con esterilizaci6n terminal, indicando que la contaminacion por par
ticulas extrafias se encontraba en los envases y en sus cierres, especial-
mente después de la esterilizacién, recomendé el ‘uso de filtros de aire -
de alta eficiencia (HEPA) en las areas de produccioén.

En 1980, Couriel B. (7) y Seager mads tarde (34), mostraron deta-
lles sobre la manufactura de productos liofilizados. Tambien Flamber D.
(14), después, retomando lo anterior realiz6 algunas consideraciones en
el proceso de productos parenterales liofilizados y mencion6 que habfa una
menor contaminacifén por particulas extrafias y microbianas por este mé-
todo de produccidn comparado con otros.,

Yokoyama H., et al. en 1980 (43), examinaron 116 medicamentos
de soluciones inyectables, que contenfan vitaminas, anestésicos, diuréti-
cos, etc. y s€ pensaba que estaban contaminados por microorganismos. El
contenido del firmaco revel6 estar dentro de los requerimientos de la Far

macopea Japonesa. Sin embargo, 22 de las 116 muestras contenfan conta-
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minantes tales como fibras ( 150 u)y las particulas de vidrio.

En el mismo afio Schroeder H. y De Luca P. (33), informaron al-
gunos aspectos tedricos del estudio de materia extrafia por medio del mi-
croscopio y métodos instrumentales.

En 1980, De Luca P. (8, 9), propuso algunos linearnientos para -
la identificaci6n de particulas extrafias contenidas en cualquier producto -
parenferal; estos fueron aceptados por la FDA; los lineamientos estaban -
basados en gécnicas aplicadas por McCrone en 1973. De Luca describi6 -
procedimientos para la identificaci6n y caracterizacion de las particulas -
extrafias por medio de té€cnicas microscépicas, mostrando valiosas imige
nes en sus resultados. En 1983, retomo lo anterior y menciono las siguien
tes técnicas de identificacidn para particulas subvisibles: Microscopia op-
tica, Microscopia electrénica, Anilisis de dispersion con rayos X, Micro
andlisis quimico y difraccién de rayos X.

En 1982, Heuse (19), y otros (12, 46, 56), realizaron una identi~-
ficacién de fibras textiles por un método no destructivo, microscopia de -
interferencia, con el que clasificé algunas fibras, paralelamente usé luz
polarizada.

En el mismo afio Knapp J. (22, 25) y Kushner H. (23), informaron
sobre la utilidad de sistemas automatizados de inspeccién para materia -

extrafia. Ellos mismos en 1982, informaron a partir de lo anterior expues
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to y con un modelo de probabilidades, que las muestras de pequefio volu-
men utilizadas en pruebas destructivas de la contaminacibén por particulas
insolubles en lotes de produccidn, conducen a resultados variables.

En 1983, Knapp de Z. and Thompson B. et. al. (24), mostré una
zona de rechazo para mediciones fisicas, usando holografia de transmi-
si6n (método no destructivo), en la observacién de partculas extrafias en
productos parenterales.

En 1985, Dean D. (11), informo6 que la materia extrafia en produc
tos estériles se generaba principalmente durante las operaciones de enva-
sado de la materia prima, en cualquier punto de su proceso de empaque y
embalaje y en su utilizacién en la produccién del producto final. Mencio-
no las caracteristicas de tres materiales usados con mas frecuencia para
empaque de productos estériles: vidrio, plastico y tap6n de hule, relacio-
nandolos como fuentes de contaminacién. Agregando que las particulas -
provenientes de la superficie pueden ser originadas por friccién, corro-
sién, erosibn, y por efecto de solventes o procedimientos de limpieza.

Todos estos eventos reflejaron un considerable interés sobre los
pasos de manufactura y, en las autoridades, la necesidad de crear "estan-
darizaciones", ya que Avallone en 1985 (1), y Luna C. (28) en 1986, indi-
caron que el problema se debia a las pocas facilidades designadas en las -

instalaciones, a la inadecuada operacién del proceso de produccién, a la
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carencia de comprensidén y entrenamiento de esta responsabilidad para la
preparacion y uso de parenterales.

En 1986, De Luca P. (10), realiz6 un control microscopico de 50
medicamentos inyectables, comerciales, de 5 diferentes tipos de envases
revelando gue contenian particulas en cantidades diferentes.

También en 1986, Borchert S. et. al. (3) y otros (17) informaron
sobre varios aspectos de materia extrafia en productos parenterales que -
inclufan uso y limitaciones de la inspecci6n, técnicas de conteo de particu
las visibles y subvisibles, su identificacitn por varios métodos (micros-
copicos, técnicas de espectroscopia atbmica, métodos de espectroscopia
molecular y cromatografia) y explicacion sobre las fuentes potenciales de
particulas,  mecanismos de formacién y técnicas de reduccién de los con-
taminantes.

Por lo expuesto se advierte que cada vez aumenta el interés por
detectar e identificar las particulas que contaminan un producto, (2) ya --
que de esta forma se puede aplicar un mejor control al proceso de produc-
cién. Avallone H. (1), recomendo que la mayoria de los fabricantes de --
pfoductos inyectables debian saber especificamente de dénde proﬁenen al-

gunos tipos de materia extrafia.
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II. Justificacion del Tema

El interés por este tema nacib de la presencia de una situacién -
real, de un problema de contaminacién en un producto de administracion
parenteral.

De entre los numerosos y variados métodos que se han empleado
y a los cuales se recurre atin con frecuencia, y recomendados por De Luca
en 1980 y 1983 en base a lo propuesto por Mc Crone, en 1973, y entre los
que figuran el Microanaligis espectral molecular, la Holograffa, la Cro-
matografia y la espectroscopia atémica, me considexr6 oportuno aplicar la
Microscopia fotbnica.

El material de los frascos contaminados fué sometido a la obser-

vacién con el microscopio de luz y sus principales sistemas Opticos.
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A. Objetivos

El objetivo principél consiste en aislar el contaminante del producto
en los fragcos que 1o contienen.

Determinar las propiedades morfolégicas y opticas de el o los con-
taminantes, mediante el empleo del microscopio y sus modernos sis-
temas Opticos.

Establecer con microfotografias las imigenes caracteristicas de las
muestras contaminantes.

Estudiar microscOpicamente y registrar con microfotografias las -
imagenes caracteristicas de todos aquellos materiales comprometi-
dos en la linea de produccién del medicamento.

Por comparaci6n entre las imiagenes de los contaminantes con las de
los materiales en la linea de produccién, establecer la identidad vy

origen de los contaminantes problema.
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B. Hipotesis de Trabajo

La hipétesis para el desarrollo de este trabajo se basé en la con-
sideracién de que la Microscopia moderna, ofrece mediante los variados
sistemas Opticos posibilidades de investigacion cuantitativa y cualitativa -
derivados de la observaci6n directa de los contaminantes. Las imédgenes
obtenidas son suceptibles de registrarse microfotograficamente, 1o que -
permite estudios comparativos que facilitan la formacién de archivos de
identificacién y comparacioén. .

De manera que aplicadas estas técnicas de investigacién a lag --
particulas extrafias que contaminaban el liofilizado (F-500), podremos, --
una vez conocido y caracterizado el material contaminante, establecer un
patron morfoldgico con el cual comparar e identificar o descartar en  su
caso, las posibles sustancias contaminantes procedentes de aquellos si~

tios y elementos que por rutina participan en la elaboracién del F-500.
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III. Material y Método

El estudio de un frasco vial con solucién parenteral contaminada
sé empieza por revisarlo visualmente en un sistema de inspeccitn, ya sea .
manual o semiautomdtico, desarrollado para la deteccifn de particulas ex
trafias utilizando el principio de 1a iluminaci6n tangencial segin Tyndall -
(17). De esta manera al observar en forma directa y cuidadosa la solu-
cién de 190 frascos viales procedentes de diferentes lotes con el liofiliza-
do reconstituido, se logré observar particulas, en su mayorfa pequefias fi_
bras, en 15 casos. Este hecho se confirmoé ai observar la solucidtn en un
microscopio invertido donde las fibrillas insolubles, de color blanco, casi
transparente, brillaban con la luz que incidia en ellas.

El interés por conocer la naturaleza de las fibras y saber de don-
de provenian, motivd a separarlas de la solucién parenteral por medio del
método de filtracion en membrana, de acuerdo al método de De Luca (8),
entre otros (12, 32, 57), y poder aislar a cada fibra en una preparacién -
por separado para proceder, asi, a idendficarla. Siendo este el principal
objetivo se recurri6 al método de identificacién de particulas en solucio-

nes parenterales, seginDe Luca (8), asf como a su estudio al microsco-
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pio foténico (12, 49). Estos métodos requieren para su desarrollo, de.-
material de comparacién (particulas exirafias), las cuales debieron de -
seleccionarse del drea de manufactura del producto liofilizado F-500y de
las bosibles sustancias contaminadas procedentes de aquellos sitios y ele~
mentos que por rutina participan en la elaboracitn del F-500. Como se
comprende fue necesario verificar algunos otros factores en torno a la --
produccion como fueron instalaciones, equipo y personal, entre otros, asf
como la ruta de flujo del proceso en el drea de manufactura de los com-
puestos inyectables.

Con esta descripcion del método de trabajo, nuestro material es-

tuvo constituido por: 1. Material general, 2. Equipo, 3. Reactivos.
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A. Material
1. Material General

- Batas, cofias, cubrebocas, escafandras, guantes de cirujano, overoles y -
botas.

- Porta y cubreobjetos, cajas de Petri de diferentes tamafios.

- Matraces Erlenmeyer y vasos de precipitado de diferentes capacidades.

- Jeringa de 10 ml. con accesorios para filtrar.

- Agujas de diseccién y con punta de tugsteno.

- Pinzas para la membrana de filtracidn y pinzas muestras.

- Lienzo y esponjas limpias compactas.

- Charola de aluminio y bandeja de lavado de plastico.

- Aguja de varilla de vidrio. )

- Triangulos de varilla de vidrio.

- Embudos de filtracidén con sus bases y pinzas.

- Membrana de filtracién de nitrato de celulosa de 0.2 u y 0.45 u, diame-
o de 47 mm,. y 13 mm, MFS,

- Marcador de vidrio.

- Destapador de frascos viales.

- Rollos Kodacolor e Iiford Pan-F de 35 mm.

- Barniz de ufias transparente (celulosa acetopropionale, Resina sintética
(Alkyd) y solvente).

2. Egquipo

- Instalaciones del drea de produccién de parenterales.

- Un area de trabajo clase 10,000.

- Lampara de inspeccién con fondo negro y blanco.

- Campana de flujo laminar Veco, unidad: GUFL-B18, velocidad de flujo -
90 20 ft/min, clase 100,

- Unidad de filtracién completa.

- Unidad de aire acondicionado Gilvert-Copeland 34667.
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- Microscopio Estercoscépico Carl Zeiss.

- Fotomicroscopio Carl Zeiss equipado con diferentes accesorios para ca-
da sisterma Optico. .

- Ocular calibrado en micras.

- Camara para conteo hemocitol6gico Neubahuer.

3. Reactivos

- Agua tratada (agua bidestilada y filtrada finalmente por membrana de po-
ro 0.2 u y revisada por inspeccion visual).

- Alcohol isopropilico, alcohol etilico, benzal y acetona R .A.

- Cera de abeja y parafina R,A.

- Jabén, soluciones germicidas (rocal, saydes).

4. Muestras

- Muestras del producto liofilizado a granel (F-500), de diferentes lotes.

- Fibras y materiales derivados de los sitios y del personal que estidn en
las dreas de preparacién y manejo del producto en estudio.

- Materiales y soluciones usadas en la linea de produccitn de las solucio-
nes inyectables.

5. Accesorios para el
Sistema Optico de Campo Claro

- Condensador Simple Apocromadtico.

- Objetivos Carl Zeiss: 2.5/0.08X, Plan 6.3/0.16X, 10/0.2X, 16X, 25X,
40X,

- Oculares Carl Zeiss Kpl W 12,5X.

- Fuente de energfia fot6nica (filamento de tugsteno).



6. Accesorios para el
Sistema Optico de Campo Obscuro

- Condensadores: Kardioide, Paraboloide y Thoroide.

- Fuente de energia fotbnica.
- Objetivos: los mismos citados anteriormente.

7. Accesorios para el
Sistema Optico de Contraste de Fases

- Filtro verde (530nm) C. Zeiss.
- Condensador Heine de Contraste de Fases pH: 1, 2, 3.
- Objetivos pH: 1, 2, 3, (10X, 16X, 23X, 40X).

8. Accesorios para el
Sistema Optico de Campo de Luz Polarizada

- Mismos accesoriosodel Campo Claro mas ...
- Polarizador 0°-180° Carl Zeiss.
~ Analizador 90°-270° Carl Zeiss.

9. Accesorios para el
Sistema Optico de Contraste Diferencial de
Interferencias

- Filtro de polarizacidn 0°-180°.

- Condensador especial con cufias de Wolleston I, II, III.
- Filtro analizador variable.

- Objetivos pH: 1, 2, 3, Neufluar 16 X y 40 X.

25
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10. Accesorios para el
Sistema Optico de Fluorescencia Espectral

- Fuente de energia de rayos UV, lampara de ionizacién de mercurio HBO
200 w/4.

- Filtros de excitacién.

- Filtros de seleccién.

- Objetivo Neufluar.

- Condensador de Cuarzo.
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1. Revisién Visual

2. Lavado Externo

3. Destilador

4., Lavado Interno

5. Cuarto de Miaquinas

6. Area Aséptica

7. Area Limpia

8. Vestidores

9. Horno y Autoclave

10. Preparaci6n de
Soluciones

11. Preparaci6tn y Lavado
del Material

12. Almacén del material

13. Rotulado

14. Supervisibn

15. Rotulacion de cajas
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O.Filtros HEPA, me-
dio ambicnte con-
trolado,

Z.Limpieza y saniza-
cién de las dreas
limpia v aséptica.

A.Lavado interno dc
frascos y taponcs.,

B. Esterilizaciotn en
horno y autoclave.

C.Preparacitn del
material (equipo-
de filtracion, Uni-
formes, garrafo-
nes de vidrio, ac-
cesorios de 1a ma-
quina de 1lenado.

D.Preparaci6n de la
solucidén. Unidad -
de filtracion.

E. Llenado y semita-
ponado de la solu-
cién de hidrocor-
tisona.

F.Liofilizacién, ca-
mara F-130,.

G.Taponado de los
frascos con el -
producto.

H.Engargolado.

1. Muestreo.

J. Revisado.

K.Almacen a granel.

Diagrama de Flujo del Proceso de Prodwuccién
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B. - Método

Cuando se advirtié que el contaminante consistia de pequefias fi- -
bras, se inici6 la tarea de identificarlo y detectar la fuente de contamina-
cién, para lo cual se elabor6 un diagrama de las posibles fuentes de conta-
minacién por fibras (pelusas) que tuvieran alguna relacién con el producto.

Inicialmente se revisoé el aire acondicionado del area limpia de -
produccién de inyectables, pensando que los filtros no estaban purificando
adecuadamente el aire que llegaba hasta las éreasllimpia y aséptica donde
se realiza como paso critico el llenado de la soluci6n y manejo del produc-
to ya liofilizado. Esto no fué ficil ya que se tuvo que realizar algunas prue
bas para determinar si los filtros estaban en buenas condiciones (general-~
mente las que menciona y exige el CFR). Con la ayuda de los Departamen-
tos de Produccién y Mantenimiento, se logré que se cambiaran los filtros -
HEPA (16) y se mantuviera un control més estricto en este punto; de los fil
tros y prefiltros desechados se tomoé también algunas muestras. La toma
de las muestras se realizé en condiciones asépticas utilizando (bata, cofia,
cubreboca, guantes, pinzas y tijeras), En un frasco limpio, etiguetando-~

las para realizar una observacién directa al microscopio; dichas rmuestras
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se denominaron "muestras problema' y se les numerd6 para su observacién
y comparacién con los catidlogos de particulas contaminantes (Muestras -
Control).

L.o anterior comprendid una amplia revisién de las instalaciones -
(pisos, techo, paredes y conductos que llegan a conectarse a las dreas lim
pia y aséptica) asi como las condiciones en las que estdn trabajando.

Siguiendo la ruta de flujo del proceso se fue obteniendo diferentes
materiales como los que se usan para envolver los accesorios de miquina
llenadora, de los tapones que han sido lavados y esterilizados por calor
himedo, de los guantes de cirujano, de las esponjas y soluciones con que
se realiza la limpieza y ""sanitizaci6n' del area; en fin, de todo del mate-
rial que entra al autoclave y que se protege generalmente con dos tipos de
papel, el papel Glasin y el papel Kraft, asf como otras muestras de mate-
rial que entra y rodea a las areas limpia y aséptica.

También se tomaron muestras de las cajas de cartdn, en que vie-
nen empacados los frascos viales y tapones, asi como de los diferentes -~
pasos del proceso de lavado, desde el momento de pasar los frascos a las
charolas de acero in6xidable, después a la mdquina lavadora de frascos, -
del agua con la que se lavan, del horno donde se esterilizan, de los guan-
tes éspeciales para el horno, hasta que estdn colocados en el drea asépti-

ca listos para ser llenados.
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En estos momentos se observé los movimientos del personal en
los pasos criticos puesto que consttuyen una gran fuente de fibras por el
uniforme que usan en la elaboracién del producto, el cual consta de las si~
guientes piezas: cofia, cubreboca, escafandra, overol, botas y guantes de
cirujano que les protegen las manos y antebrazo y evitan desprendan fibras
en forma directa cuando manejan el producto. Sin embargo no dejan de ser
una fuente de contaminacién por lo cual se tomaron muestras de cada pieza
del uniforme con el fin de certificar si estas fibras estin o no presentes en
el producto.

A partir de este procedimiento de recopilacion de muestras y ob-
servacién del manejo del producto por el personal, se decidid realizar un
estudio de estos materiales para despejar la incégnita de cuél de ellos se
presentaba con mayor frecuencia en el producto como contaminante princi-
pal, asi se planted el problema de separar y estudiar las fibras contenidas
en la soluci6n del liofilizado reconstituido, por lo que se recurri6 a algu-
nos lineamientos aconéejados por De Luca (8) quien trabaj6 en la identifi-
cacién de particulas extrafias en parenterales, no necesariamente fibras.
Con algunas modificaciones se logré realizar la separacién, en&e las téc-
nicas que se siguieron y pueden ampliarse (8) figuran: limpieza del equipo
y Tugar donde se va a trabajar; montaje del filtro membrana; preparacion

de los filtros blanco; preparacién de los filtros para el producto parenteral;
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asi, como la preparacion de la muestra del producto liofilizado y, como - .
paso importante la filtracién en membrana, la cual se mencionari breve-
mente.,

A A partir de este punto la muestra se tratd con diferente criterio -

al de De Luca y se aplicO las Técnicas de Microscopia Moderna.



33

C. Filtracion Simple

La filtracién simple por membrana fué un paso muy importante en
este trabajo y fué realizado con el mayor cuidado posible, ya que las fibras
que quedaron retenidas sobre la superficie de la membrana son las princi-
pales muestras (patron) en nuestro trabajo por 1o cual se debe evitar cual-
quier otro contaminante.

Brevemente el método consistid en separar los frascos viales con-
taminados. Cuando se realizb la revisibn visual, éstos fueron limpiados -
por el exterior perfectamente y enjuagados por dltimo en agua tratada (8).
AsT mismo se corri6 un blanco testigo con las mismas condiciones.

Trabajando en un mé&dulo de flujo laminar con el equipo necesario
para la filtracion, antes de transferir la solucidn de las muestras al embu-
do de filtracitn, suavemente se agitd la solucidn por diez segundos para -
resuspender las particulas. Se evit6 introducir la solucion directamente -
sobre la superficie de 1la membrana, por lo cual primero se cubri6 la su-
perficie con pocos milimetros de agua tratada, deslizdndola por las pare-
des del embudo, luego se hizo lo mismo con la solucidn de cada vial; este
paso se realizb rapidamente porque con el tiempo puede haber degradacion

del principio activo, el cual es insoluble en agua y queda cristalizado en la
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membrana; se aplicd, vacio con las precauciones dadas por De Luca.

Después de la filtracion se retird el vacio, con la ayuda de unas
pinzas se removi6 la membrana filtro y se colocé en una caja de Petri que
se dej6 secar en la cubierta del médulo de flujo laminar con la tapa ligera-
mente entreabierta.

El sedimento retenido en la superficie de la membrana se revis6
directamente con un microscopio estereoscépico y se eligieron las fibras
que finalmente se montaron, para el seguimiento en el estudio de identifi-

cacién.
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D. Preparacién de las muestras para

observacidn directa en el microscopio.

Del sedimento que quedo6 retenido en la membrana de filtracion se
tomé con una aguja de disecci6n con sumo cuidado una fibra y se coloc6 en
medio de un sistema porta y cubreobjeto, se sell6 con barniz de ufias -~ -
transparente en unos casos y con una mezcla fundida de cera de abejas y
parafina, en otros. Estas preparaciones se rotularon cada una con sus -
respectivos datos de identificacién (fecha, lote, condiciones de filtracién y
montaje), de esta manera se registraron en una lista con un nimeroy ca-
da una formo parte del grupo de muestras Patrén.

Al realizar estas preparaciones fué importante tener cubreboca,
cofia, guantes de cirujano, una lampara, ‘un microscopio estereoscopico o
lupa, tridngulos de vidrio y alcochol, y realizar las rﬁaniobras en el (moédu-
lo de flujo laminar) para evitar corrientes de aire que harfan perder facil-
mente la muestra; los cubre y portaobjetos estaban perfectamente limpios
y revisados a través de un rayo de luz tangencial, con el fin de certificar

que no llevaba algiin otro contaminante.

Las muestras problema que fueron las recolectadas en los obje-
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tos y lugares que estaban en relaci6n directa e indirecta con las dreas lim
pia y aséptica, recibieron un tratamiento similar; sin embargo, aquf las -
fibras no estaban separadas y se necesité de pinzas y aguja de diseccion -
para realizar una buena separaci6tn de ellas mismas, evitando los aglome-
rados, pues dificultaban la observacidn y caracterizacion de cada fibra.

Con la ayuda del microscopio estereoscoépico se separaron y se eligieron -

las fibras mads representativas de cada caso.
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E. Planteamiento de identificacion de

particulas extrafias en un liofilizado.

A partir del liofilizade como producto terminado (P), que contie-
ne materia contaminante (Cy, Cos ot Cn) o particulas extrafias, se re
quiere para su identificaci6n, aislarlas del producto para su observaci6n
en el microscopio. Una vez que cada particula esta en una preparacién, -
como ya se describi6 anteriormente, se regisiran y con ellas se forma una
lista para comparacion. Este material contaminante en conjunto se obser
v6y estudid con diferentes sistemas dpticos con el objeto de conocerloy
caracterizarlo, asi como verificar y observar si hay repetibilidad en las
muestras de los diferentes lotes de una misma contaminacién, o si se tra-
ta de un contaminante ocasional.

Realizadas las preparaciones del material contaminante, la ca-
racterizacidn microscopica de las particulas, se hizo describiendo su moxr
fologia y sus propiedades Opticas en los siguientes sistemas 6pticos: Cam-
po claro, Campo obscuro, Contraste de fases, Luz polarizada, Contraste
diferencial de interferencias y Fluorescencia espectral. La descripcién -

detallada proporcioné informaci6n acerca del tipo de contaminacitn exis-
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tente, con lo cual pudimos saber, cuantas particulas contaminantes habfa-
en el producto, cuél fué el contaminante principal, la frecuencia con que -
se presentaron dichas particulas; asf se separaron las fibras mas repre-
sentativas para establecer el patrén de comparacién.

De las imagenes observadas directamente en el microscopio se hi_
cieron microfotografias y de esta forma se establecid un patrdn de compa- '
racion objetiva, el cual ayud6 a buscar de entre las fibras problema (ma-
teriales usados en la produccién del liofilizado), la identidad de alguna de
ellas o varias con el patrén.

La realizaciton de las muestras problema se hizo con diferentes -
materiales (de 20-30) que se usan por rutina en la elaboracion del produc-
to, literalmente todo lo que rodea al drea aséptica, este material también
se nﬁmero en forma progresiva formando un catilogo con los registros mi_
crofotograficos de los diferentes materiales, con 1o cual se realiz6 el mé-

todo de comparacién e identificacion.
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F. Relacidn del material observado y estudiado

al microscopio
El material fué dividido en dos grupos fundamentales:

A). Constitufdo por los materiales de contaminacién, presentesy
aislados de 24 frascos viales conteniendo el producto y derivados de 6 lo-
tes (L-1, L2, L-3, L-4, L-5, L-6).

B). Material derivado de 30 diferentes materiales conectados o
relacionados con el producto, como: I) Papeles. II) Cartones de empaque.
IIl). Filwros y prefiltros de las membranas de filtrado de la solucién a gra-
nel. IV) Filtros y prefiltros del sistema de aire acondicionado. V) Filtros
y prefiltros del médulo de flujo laminar . VI) Material fibrilar de textura -
de batas, overoles, escafandras, cofias, cubrebocas, botas y guantes de.
asbesto para el horno. VII) Algodo6n, lino, cafiamo, lona. VIII) Polvo am-

- biental, talco. IX) Este fué un grupo especial formado por los reactivos de
produccidn del compuesto: Hidrocortisona base, Hemisuccinato de hidro-
cortisona, Fosfatos de potasio. X) Tapones, guantes de cirujano, espon-
jas de limpieza. XI) Celulosa de la planta de Ecatepec y pestaflas, cejas y

»

cabello de la cabeza.
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El grupo A comprende 24 casos o muestras patrdn; mientras que
el grupo B esta formado por 98 muestras a comparar e identificar; se han
denominado: Muestras problema.

Grupo A
Muestras Patrén
ly2

Preparaciones del sedimento filtrado de 2 frascos que observan -
contaminacién por fibras de una muestra de 15 frascos del medicamento del

lote L.-1, montadas una en aceite de inmersién y la segunda en seco.
3y 4

Preparaciones del sedimento filtrado de 2 frascos que observaban
contarninacién por fibras de una muestra de 135 frascos del medicamento del

L.-2, montadas, una, en aceite de inmersi6n y la otra, en seco.
5alal6

Preparaciones montadas en seco del sedimento filtrado de 12 fras-
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cos que contenfan contaminantes de una muestra de 30 frascos del liofiliza
do reconstituido, la filtracién se realiz6 en membranas MFS de nitrato de

celulosa, de superficie plana, blanca, de 0.22 u(47mm de D), del lote L.-3.
17 a la 22

Preparaciones del sedimento filtrado de 6 frascos que mostraron
contaminaci6n de una muestra de 20 frascos del liofilizado reconstituido,
montadas en seco, la filtracion se realizé en las condiciones ya menciona-

das del L.-4,
23 ala24

Preparaciones en seco del sedimento filtrado de 2 frascos que con’
tenfan contaminantes por fibras, respectivamente un frasco de cada lote -
de una muestra de 20 frascos de liofilizado reconstituido, 10 frascos son -

del lote L.-5 y 10 frascos son del L-6.
Grupo B

1) Papeles

Muestras problema

1. Papel Kraft (envoltura de guantes de cirujano), montada en --.
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aceite de inmersion.

2. Papel Kraft (envoltura de guantes de cirujano), montada en se-

co.

3. Papel Kraft (envoliura de guantes de cirujano), montada en se-
co.

4. Papel Kraft (envoltura de guantes de cirujano), montada en se-
co.

15. Papel Glasin (envoltura de accesorios de 1la miquina llenadora
CIONI, y en la esterilizacidn en autoclave), montada en seco.

16, Papel Glasin (envoltura del material que entra al autoclave),
montada en seco.

17. Papel Glasin (estéril de 1a envoltura de los accesorios de la -
magquina llenadora CIONI), montada en seco.

18. Papel Glasin (estéril, mismas condiciones de la 17), montada
en seco.

62. Papel Glasin (envoltura del material que entra en el autoclave
entre ellos los accesorios de la maquina CIONI), montada en seco.

63. Papel Glasin (mismas condiciones de 1la No. 62), montada en
aceite de inmexrsion.

81. Papel Glasin (envoltura del material que entra al autoclave en

tre ellos los accesorios de la maquina CIONI), montada en seco, con ma-
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yor separacién de las fibras y con la ayuda del microscopio estereoscopi-
co.

82, Papel Glasin (mismas condiciones de 1a No. 81), montada en
seco.

83. Papel Glasin (estéril del marterial que entrd al autoclave), mon
tada en seco, con mayor separacion de las fibras y con la ayuda del micros_
pio es'tereOScépico.

84. Papel Glasin (estéril, mismas condiciones de la No. 83), mon-

tada en seco.

II) Cartones de empaque

13. Cart6n (empaque de los frascos viales), montada en seco.

14. Cart6n (empaque de los frascos viales), montada en seco.

35. Cartén (empaque de los tapones), montada en seco,

36. Carton (empaque de los tapones), montada en seco.

85, Cartdén (empaque de los tapones), montada en seco, con ma-
yor separacidn de las fibras y con la ayuda del estereoscopio.

86. Carton (empaque de los tapones), montada en seco, mismas
condiciones que la anterior.

87. Cartén (empaque de los frascos viales) montada en seco con
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mayor separacién de las fibras.

88. Carton (empaque de los frascos viales), montada en seco con

mayor separacién de las fibras.

III) Filtros y prefiltro de las membranas de filtracion de la soluci6n.

70. Particula (tomada de la membrana de filtraci6n de pro-
duccidn), montada en aceite de inmersién, poca actividad optica.

76. Fibra (retenida en la membrana de filtracién de produccitn),

montada en aceite de inmersion.

IV) Filtros y prefiltros del sistema de aire acondicionado.

71. Filtro HEPA (unidad de aire acondicionado), area limpia y

aséptca), montada en seco.

72. Filtro HEPA (unidad de aire acondicionado, area limpia y -~ ’

aséptca), montada en seco.

80. Prefiltro (tomada del exterior), montada en aceite de inmer-

gibn,

V) Filtros y prefiltros del modulo de flujo laminar

64. Prefiltro (modulo flujo laminar llenado), montada en seco.
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65. Prefilcro (modulo de flujo laminar llenado), montada en acei-
te de inmersion.

93, Filtro HEPA (modulo de flujo laminar, 1lenado), montado en

seco.

VI) Material fibrilar de textura de batas, overoles, escafandras, cofias,

cubrebocas, botas y guantes de asbesto para el horno.

5. Bota suela (del uniforme utilizado en el 4rea limpia y aséptica),
montada en seco.

6. Bota suela (mismas condiciones de la No. 5), montada en seco.

7. Overol (uniforme del drea limpia y aséptica), montada en seco.

8. Overol (mismas condiciones que la anterior), montada en seco.

9. Egcafandra (pieza del uniforme de las dreas antes mencionadas,
cubre la cabeza, cara y cuello), montada en aceite de inmersién.

10. Escafandra (mismas caracteristicas de la 9), montada en se~
co.

11. Bota amarre (parte exterior uniforme del area limpia), mon-
tada en seco.

12. Bota amarre (parte exterior de la bota, uniforme del area -~

limpia y aséptica), montada en seco.
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19. Cubreboca (pieza del uniforme de las idreas ya mencionadas),
montada en aceite de inmersion.

20. Coffa (mismas caracteristicas de la No. 19), montada en se-

co,

21. Bata (utilizada en el proceso de lavado), montada en seco.

22. Bata (utilizada en el proceso de lavado), montada en seco.

37. Bata (No. 22 de color azul, usada por el inspector), montada
en seco.

38. Bata No. 22 (iguales condiciones del No. 37), montada en se-
co.

39, Bata No. 15 (blanca, lavado interno de frascos), montada en
seco.

40, Bata No. 15 (igual que la anterior), montada en seco.

41. Bata No. 20 (blanca, lavado interno de frascos), montada en
seco.

42, Bata No. 20 (igual que la anterior), montada en seco.

43. Bata No. 7 (blanca, lavado interno de frascos), montada en -
seco.

44. Bata No, 7 (blanca, lavado inrerno de frascos), montada en -
seco. ‘

68. Fibras de asbesto (guantes de autoclave y horno), montada ~
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en seco.

69. Fibras de asbesto (guantes de autoclave y horno), montadas
en aceite de inmersion.

73. Overol (uniforme del drea limpia y aséptica), montada en -
aceite de inmersion.

74. Bota suela (pieza del uniforme utilizado en el drea limpia y
aséptica), montada en aceite de inmersidn.

75, Bata No. 7 (uso de los operadores), montada en aceite de in~
mersion.

89, Escafandra (pieza del uniforme del Area aséptica), montada
en seco.

90. Bata No. 22 (uso del operador), montada en seco.

91. Bota (uso de los operadores), montada en seco.

92, Overol (uniforme del drea aséptica), montada en seco, ma-

yor separacion de fibras.

VII). Algodén, lino, caifiamo, lona.

48. Algodén (hidrofilo, comprado), montaje en seco.
49. Algodon (hidrofilo, comprado), montaje en seco.

50. Algodoén (tomado del laboratorio), montado en seco.
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51. Algodon (tomado de cultivo de tejidos), montaje en seco.

52. Lino (muestra de comparacidn), montaje en seco.

53. Lino (muestra de comparacién), montaje en seco.

54, Cafiamo (comprado muestra de comparacién), montaje en -
seco.

55. Cafiamo (mismas condiciones de 54), montaje en seco.

56. Cafiamo (mismas condiciones de 54, diferente color), mon-
taje en seco.

57. Caftamo (mismas condiciones de la anterior), montaje en -

seco.
58. Cafiamo (color negro, muestra de comparacitn), montaje en
seco.
59. Cafiamo (mismas caracteristicas anteriores), montaje en ~~-
seco.

31. Lona (proceso de filtrécibn de hemisuccinato de hidrocorti-
sona), montaje en seco,

32. Lona (mismas caracteristicas anteriores), montaje en seco.

60. Lona (semejante a la No. 31, fibras con cristales), montaje
en agua.

61. Lona (semejante a la No. 31, fibras con cristales), montaje

€n seco.
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VIII) Polvo ambiental, talco.

79. Partcula (tomada de un vial del medio ambiente del drea de

producci6n), montaje en seco.

78. Pardcula (tomada de un vial de produccitn ya estéril), mon-
tada en seco.

77. Partcula (tomada en un vial de control en el drea aséptica),
montada en seco.

46, Talco (usado para los guantes), montado en agua.

47. Talco (usado para los guantes), montaje en seco, no tiene -

actividad &ptica.

IX) Reactivos de Producci6n

23. Hidrocortisona base estandar (materia prima), montada. en
agua.

24, Hidrocortisona base estandar (materia prima), montada en
seco.

25. Hemisuccinato de hidrocortisona (materia para produccién),
montada en agua.

26. Hemisuccinato de hidrocortisona (materia para produccién),

montaje en seco.
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27. Sal sb&dica de hemisuccinato de hidrocortisona (producto ter-
minado), montaje en agua.

28. Sal s&dica de hemisuccinato de hidrocortisona (producto ter-
minado), montaje en seco.

33. Fosfatos de potasio (constituyente del compuesto) montaje en
seco.

34. Hemisuccinato de hidrocortisona (de la lona), montaje en --

seco.

X) Tapones, guantes de cirujano, esponjas de limpieza.

29, Tapo6n (de los viales donde viene el producto terminado), mon
taje en seco.

30. Tap6n (de los viales donde viene el producto‘ terminado), mon
taje en seco.
. 45. Tapo6n (fibras gomadas de un corte y adheridas al guante), -
montaje en seco.

66. Esponja (limpieza, Areas limpia y aséptica), montaje en se-
co, '

67. Esponja (limpieza de las dreas ya mencionadas y de todo el

equipo dentro de estas dreas), montada en aceite de inmersion.
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XI) Celulosa de 1a Planta de Ecatepec y pestafias, cejas y cabello de 1a --
cabeza.

94, Celulosa (se obtuvo de 1a Planta de Ecatepec), montaje en --
seco.

95. Celulosa (muestra de comparacion de la Planta de Ecatepec),
montaje en seco.

96. Pestaila (de una persona, muestra de comparacién), montaje
en seco.

97. Ceja (de una persona), montaje en seco.

98, Cabello (de la cabeza de una persona), montaje en seco.

|
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IV. Resultados

El material observado para la realizacién de esta Tesis result6-
muy abundante y muy variado, mas de lo que se pud6 haber imaginado al
inicio del trabajo. Afin cuando se inici6 el estudio del material de conta-
minacién en los frascos viales que contenfan el producto (F-500) y con un
cierto lote de materiales suceptibles de ser contaminante, el interés y cu
riosidad cientifico industrial 1levé al estudio y observacién de todos los-
materiales que se encontraban en la ruta de produccién y manejo del far-
maco hasta el momento en que 10s frascos viales fueron cerrados hermé-
ticamente.

L.os resultados se expondrin de acuerdo al listado del material -
en e} Céapitulo anterior que, como se recordard estaba constituido por dos
grupos principales:

A) Los materiales de contaminaci6n, presentes y aislados de 24 frascos
viales conteniendo el producto y derivados de 6 lotes (-1, LL.-2, L-3,
L.-4, L-5, L-6).

B) Material derivado de 30 diferentes materiales conectados o relacio-

nados con el producto, como: I) Papeles. II) Cartones de empaque.
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III) Filtros y prefiltros de las membranas de filtrados de la solucién.
IV) Filtros y prefiltros del sistema de aire acondicionado. V) Filtros
y prefiltros del modulo de flujo laminar. VI) Material fibrilar de tex-
tura de batas, overoles, escafandras, cofias, cubrebocas, batas
y guantes de asbesto para el horno. VII) Algodén, lino, cafiamo, lona.
VI1II) Polvo ambiental, talco. IX) Este fué un grupo especial formado
por los reactivos de produccién del compuesto: Hidrocortisona base,
Hemisuccinéto de hidrocortisona, sal s&dica de Hemisuccinato de hi-
drocortisona, Fosfatos de Potasio. X) Tapones, guantes de cirujano,
esponjas de limpieza. XI) Celulosa de la Planta de Ecatepec y pesta-
fias, cejas y cabello de la cabeza.

Una vez aislado e identificado el contaminante inicial se rastreo

su existencia a 1o largo de la linea de produccién del inyectable.
1. Material Contaminante Original

Muestras Patrén

El estudio del material contaminante se inicié con cuatro prepa-
raciones histolégicas que lo contenfan procedentes de unos frascos viales
liofilizados y considerados producto a granel y listos para su aplicacion -

médica (Lotes L-1, L-2). Los primeros pasos realizados con el mate-
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rial de los frascos fueron los ya mencionados, iluminacién por Tyndalizs;t_
cibn; con este proceder se confirmo, primero, la existencia de un mate-
rial contaminante y, segundo, la naturaleza filamentosa del contaminante.

Mediante la separacién en membranas de filtracion (MFS) se ob~
tuvéd el contaminante que fué pasado a una preparacién de porta y cubreob-
jetos mediante el manejo con aguja de diseccién.

El1 montaje del material se realiz6 en dos preparaciones, en ca-
mara de aire (material en seco) y, las otras, en aceite de inmersion. Las
cuatro preparaciones se sellaron con barniz de ufias.

Este material asf preparado fué observado al microscopio con -
los diferentes sistemas Opticos ya anotados en Material y Método.

La observacion v el estudio de las cuatro preparaciones con log
diferentes Sistemas 6pticos ofrecil imagenes semejantes y concordantes
entre si.

La Lamina I nos ilustra en 6 microfotografias las caracteristicas
morfoldgicas fundamentales de un grupo de 5 contaminantes del grupo I -
del material muestra patrén.

Las figuras 1, 3 y 4 corresponden al contaminante del L.-3; la -
Fig. 2 deriva del L.-1; las Figs. 5 y 6 ilustran la imagen del contaminan-

te del LL-3.
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Con estas imigenes obtenidas en diferentes Sistemas opticos se
confirmo la naturaleza filamentosa del contaminante, amplidndose la in-
formacién de que se trataba de un material acintado, plano, de bordes --
muy paralelos y de imagen regular; las modificaciones de las imigenes --
que se ofrecen se derivan de dobleces y desgarros del material durante el
manejo, ya sea a lo largo de la produccién del medicamento o durante el
aislamiento y montaje de las fibras. Se trata de un material de 50 a 80 u
de anchura en la cinta; medidas de longitud no tienen sentido, ya que de-~
penden de su fractura, so6lo podemos ofrecer la longitud maxima que te~
nfan los fragmentos estudiados (200 a 4000 u)

L.os bordes son nitidos, mﬁy bien marcados y persistentes a lo
largo de la cinta; solamente se distinguen algunos dobleces y desgarros -
obviamente independientes de la naturaleza y morfologia original de 1a --
cinta.

La Lamina II ilustra a mayor aumento y bajo diferentes Sistemas
Opticos, al contaminante que se esta describiendo como el principal, ya-
que siempre estuvo presente en los 24 frascos viales de los diferentes Lo
tes de produccion.

Las figuras 7, 8 y 10, son detalles del contaminante de las Figs.
1, 3y 4 del L-3. .

La figura 9 ilustra el contaminante del L-1, la Fig. 11 pertene-
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ce al L.-2 y 1a fig. 12 al L.-6.

Con las imagenes de esta Lamina II se reafirma la naturaleza --
acintada, laminar del contaminante. También se advierte en las Figs. 8,
9, 11 y 12 particulas y elementos grumosos y filamentosos (sefialados con
flechas) que resultan, a su vez contaminantes del contaminante, Enel ca
so de la Fig. 9, las particulas pueden corresponder a cristales del com-
puesto de Hidrocortisona.

El grumo sobre el borde derecho del filamento laminar de la Fig.
8, se identifica como restog del adherente del material en estudio.

Los flecos fibrilares de la Fig. 11, corresponden a "deshilacha-
miento'" del filamento principal. finalmente el material adherido al fila-
mento en la Fig. 12, corresponde a restos estructurales de la membrana
de filtracién procedentes de las maniobras de aislamiento y captura del -
contaminante.

Las figuras de 1a Lamina III, corresponden todas, como ya se -~
advierte, a ﬁn mismo segmento del mismo filamento, el mejor conserva-
do, observado y fotografiado bajo diferentes Sistemas Opticos en el estu-
dio analitico microscépico foténico. En las figuras (13 a la 18) destaca la
naturaleza laminar, acintada, delgada, plana, con bordes regulares, bas-
tante paralelos y ligeramente acordonados.

Lo mas notable y caracteristico, con valor de identificacién, es
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la presencia de un dibujo de estructuras anulares; (como donas) de doble-
contorno, muy nitidas y muy regulares; algunas de ellas en la porcion cen
tral, lineal y media del filamento; en algunos casos hay contacto con los-
bordes del filamento,

En algunos sitios las imagenes sugieren la naturaleza de poros, -
pero no fué posible cdnfirmarlo; a pesar de los espectaculares detalles --
estructurales que brindaron los diferentes Sistemas Opticos empleados.

Hasta aquf, las ilustraciones y la descripci6tn corresponden a -~
nuestro primer contaminante que estuvo presente en todos los frascos via
les contaminados (Lotes L.~1, L-2, L-3, L-4, L.-5y L-6).

Las imégenes de la Lamina IV, derivan de los lotes L.-3 (Figs.
19y 20) y L.-4, (Figs. 21 a 24) y constituyen las ilustraciones del segundo
contaminante que s6lo estuvo en tres frascos de los lotes L.-3 y L-4.

" Las Figs. 19 y 20 corresponden al mismo Campo, s6lo que ob-
servado en Contraste de fases y bajo Luz polarizada respectivamente. Se
trata nuevamente, como en €l caso del contaminante anterior, de un ma-
terial filamentoso, laminar, plano, acintado, de bordes regulares y para-
lelos.  La porcitn central muestra lineas irregulares‘que mas que textura
parecen exhibir dobleces del manejo y acciones de fuerza sobre el fila~
mento. En la parte superior de ambas iméagenes se advierte un plega- -

miento irregular del filamento que ratifica su naturaleza laminar, acinta-
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da, como de un listén. La Fig. 20 pone de manifiesto la actividad bptica;
de este material.

Las figuras 21 a 24 proceden del lote L.-4, que comparten sus ca
racteristicas morfolégicas y su conducta a los diversos Sistemas Opticos
con el filamento de las figuras 19 y 20, del lote L.-3. La naturaleza acin-~
tada, plana de filamento es particularmente notable en las Figs. 23 y 24.

I.a Lamina V muestra en detalle y bajo diferentes Sigstemas Opti-
cos los mismos filamentos de la lamina anterior. Las Figs. 25, 26y 27
son detalles, en Contraste de fases, Luz polarizada y Contraste diferen-
cial de interferenciag del campo de plegamiento del filamento de las Figs.
19 y 20. Adviértase que no se ma'nifiesta ningln patrén estructural espe-
cial, si bien se reafirma la descripcién que ya hemos hecho.

Las figuras 28, 29 y 30 son también detalles en diferentes Siste-‘
mas Opticos del filamento del lote L.-4; en ellas se confirma su estructura
y sé advierte ademas adherencias de materiales ""Contaminante del conta-
minante” que se identificaria posteriormente con cristales del propio me-
dicamento y depbsitos grumosos procedentes probablemente de la mem-
brana de filtracién.

El contaminante que ahora ilustramos en la Ldmina VI estuvo --
presente en 4 frascos viales de los Lotes L.-3, (Fig. 31 y 32) y L-4 (Figs.
33 a 36).
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Las figuras 31, 32, 33y 36 muestran la morfologia y la activi-
dad 6ptica de los filamentos a la Luz polarizada; las figuras 34 y 35 son
imagenes obtenidas en el Contraste diferencial de interferencias. El con-
junto de imagenes nos permiten describir a este filamento como acordo-
nado uniforme y longitudinalmente fisurado; la Fig, 35 es muy afortunada
para mostrar la morfologia y estructura del filamento.

La Lamina VII comprende dos series de microfotografias, la pri_
mera, de 1;1 Fig. 37 a la 42, es un mismo filamento en el mismo campo,
bajo los Sistemas 6pticos de Contraste diferencial de interferencias, Con
traste de fases mis Luz polarizada y Campo de luz polarizada respectiva
mente. La siguiente serie de Figs. 40 a 1a 42 es otra parte del mismo-
filamento anterior en una porcién recta con Sistemas 6pticos semejantes
a los descritos para la otra parte; las imigenes son comparables entre -
si. En estos estudios microfotogrificos se confirma la naturaleza acor-
donada compuesta, de manera que el estudio de las propiedades Opticas -
de este contaminante tres son armodnicas entre si,

Las Laminas I, II y III corresponden al contaminante nimero 1;
mientras que las Laminas IV y V al contaminante nimero 2, y las Lami-
nas VI y VII al contaminante nimero 3 hasta este momento tenemos bien
caracterizadas las propiedades Opticas y 1a expresién morfologica de los

tres contaminantes sin saber, desde luego, de sus propiedades quimicas
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y mucho menos de su identidad y origen. A partir de este momento todo
el resto del material que se estudi6 fue para presentarlo, cotejarlo y -
compararlo con los tres contaminantes iniciales.

La Lamina VIII, ilustra con sus 6 microfotograffas las Figs. 43
a la 48, la morfologia y propiedades 6pticas al microscopio de una mues-
tra de papel Glasin, aquel papel que se emplea fundamentalmente en y pa-
ra envolver accesorios de la médquina llenadora CIONI, mangueras de hu-
le, guantes de cirujano que usan los operarios en €l llenado y manejo del
producto, envoltura de las esponjas de limpieza de las ireas limpiay -~
aséptica asf como del equipo que esta en ellas, cubierta del recipiente -~
que contiene los tapones de hule que son esterilizados, envoltura de algu-
nas piezas de la unidad de filtracién y algin material de vidrio que es es-
terilizado en el autoclave,

El lector y el interesado en este trabajo podrin imaginar el mo-
mento de satisfaccion y entusiasmo al haber identificado por comparacidn
esta muestra de papel Glasin con el contaminante nimero 1, las flechas -
marcan esta identidad comparativa hasta los mas minimos detalles de las
estructuras anulares como donas.

Ahora con las magnificas microfotograffas de la Lamina IX (de -
la 49 a la 54) y bajo diferentes Sistemas 6pticos, se ilustran las caracte-

risticas morfol6gicas y propiedades Opticas de unos filamentos derivados
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de algunas batas que se usan en la linea de produccién. Con sorpresa y;
agrado este material se identifica por comparacién con el contaminante -
ndmero 2 ilustrado en las Laminas IVy V.

Las cuatro figuras de la Lamina X ilustran fibras y filamentos -
obtenidos de 1los guantes termoprotectores de asbesto y pudieron identifi-
carse por comparacion morfolégica y de conducta 6ptica con el contami-
nante nimero 3 ilustrado en las Laminas VI y VII.

Como puede advertirse en diez Liminas con 58 microfotografias
se pudo6 éaracterizar, primero los tres contaminantes y después identifi-
car por comparacién con los materiales obtenidos en log diferentes sitios
y objetos comprometidos en la linea de produccién del farmaco.

Insisto en que la identificacidn por comparacién resulté de la mas
alta especificidad sin la necesidad de haber recurrido a estudios quimicos,
ni cualquier otro método instrumento (halografia, espectroscopia molécu-
las, microscopia electrénica, espectroscopia atébmica y cromatografia de
gases).

Finalmente las Laminas XI y XII, con sus doce microfotografias
(Figs. 59 a la 70) son un ejemplo resumido del resto del material estu-
diado, puede advertirse que tanto la morfologia como la conducta a 1los
Sistemas Opticos facilitan muy rdapidamente 1a comparacién con las ima-

genes de los materiales de contaminaci®n.
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V. Discusitn

Los resultados, apoyados con el abundante material de ilustra-
cidén, permiten comentarios y consideraciones muy favorables para de- -
mostrar 1a bondad del mérodo de estudio microscopico en la identificacién
y reconocimiento de contaminantes en un producto farmacéutico acorde --
con los intereses que plantea la industria farmacéurica.

Conviene recordar que este trabajo, que proponemos seguirlo co
mo un modelo ante la problemética de contaminantes, se inici6 con la pre
sencia de "un contaminante en un frasco vial”. La identidad del contami-
nante y su naturaleza eran totalmente desconocidas, s6lo se sabia de su -
presencia a través de la observacién directa y su confirmacién ala luz -
incidente con tindalizaci6n sobre las particulas.

Como se advierte fué un principio muy elemental en cuanto al es
tudio de 1a identidad y naturaleza del contaminante se refiere. Si bien es
cierto que la observaci6n directa y la tindalizacion aseguraban la presen-
cia del contaminante fueron apenas la invitacién para iniciar el estudio de
la naturaleza ciel contaminante y su fuente de generacion. Cred en base a

observaciones y resultados que el empleo de otros procedimientos, tales
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como la estadfstica y el conteo de particulas en los aparatos especializa-
dos para este propoésito, seridn simplemente apoyo para fortalecer la exis
tencia del contaminante, pero no para establecer su nawmraleza, ni su pro
cedencia. Estas consideraciones son particularmente vilidas para el pro
blema de contarninaci6n en viales de pequefio volumen, como lo comproba
ron J. Knapp y H. Kushner entre otros (23) y su opini6n es ya de conoci-
miento y conciencia generalizados.

Ante la circunstancia mencionada cred que el estudio microsco6-
pico directo del contaminante es el método mas adecuado, el mas rapido,
el mas econdmico en instrumental y técnica y el de mayor seguridad para
beneficio de los requerimientos industriales, ya que el estudio inicial no
requiere del conocimiento quimico de la particula, ni exige consideracio-
nes acerca de lo toxicidad o no toxicidad del contaminante, simplemente
nos demuestra su presencia.

La observaciébn comparativa con los demais materiales "sospe-
chosos"” de contaminacion nos permiti6 llegar a la identidad de origen sin
la necesidad de profundizar sobre la naturaleza quimica, evitandonos asf,
procedimientos largos y costosos.

Considerando también que para otro tipo de estudios se requiere
de una abundante cantidad de material a estudiar y en contaminaciones --

como la que nos ocupa no es ficil disponer de cantidades suficientes para
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otro tipo de estudios. En todo caso, la observacion al microscopio no ex
cluye otros estudios con otros métodos quimicos o fisicos del contaminan
te.

Con el material y el proceder bastd con la presencia de una sola
fibra de 40 u de ancho por 80 u a 200 u de longitud para que mediante el
egtudio microscépico, en particular con los sistemas de Contraste de fa-
ses, Contraste diferencial de interferencias y Campo de luz pblarizada; -
se tuviera la imagen precisa del contaminante desde el principio, sin ne-
cesidad de recurrir a métodos mds complicados, costosos y largos. Pien
s0 y sostengo que el procedimiento de identidad y reconocimiento por --
comparacién morfolégica, estructural y propiedades épticas es de 1a mis
alta especificidad y seguridad en la identificacitn.

El primer contaminante que se estudib en serie, fué el que pos-
teriormente se identificé derivado del papel Glasin. En este particular y
ejemplar caso la morfologia de las fibras del papel fué tan definitiva, cla
ra, que ofreci6 suficientes recursos para poderla reconocer en el mues-
treo que a continuacién se inicié con todos los materiales en la linea de
produccién y dambito del laboratorio que podrian ser la fuente de origen.
Las figuras de las Laminas I, Il y IIl, se identificaron con las de 1a La-
mina VIII correspondientes al papel Glasin., Identificar por comparacion

el primer contaminante con las mueswas preparadas con el papel Glasin
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fué emocionante y estimulante para identificar los otros dos contaminan-
tes que resultaron ser fibras de asbesto de los guantes de altas tempera-
turas Laminas VIy VII, y las fibras Lamina X de algod6n Lamina IVy V
con materiales sintéricos de algunas batas de wrabajo Lamina IX,

Se estima que para las necesidades de trabajo y prop6sitos indus
triales haber llegado a la identidad con log materiales de origen u objetos
comprometdos en la linea de produccién, es suficiente y con grandes ven
tajas para la industria farmacéutica para corregir con todas las ventajas
de pureza las fuentes de contaminacién.

Si ahora existe interés estadistico, toxicolbgico y quimico sobre
los contaminantes son objeto de otros requerimientos y planteamientos --
ciendficos y técnicos que no quedan excluidos después de los objetivos y
logros alcanzados con la observacién y estudio microscopico.

En cuanto al estudio microscopico cred que los métodos emplea-
dos de observacién directa en cdmaras de porta y cubreobjetos sellados -
con mezcla de cera de abeja y parafina conteniendo los contaminantes en
seco, aire, aceite de inmersidn, glicerina, y agua, ofrece las ventajas -
de iniciar el conocimiento de la naturaleza del contaminante en cuanto a
solubilidad e indice de refraccitn se refiere. En este caso los tres conta
minantes (papel Glasin, asbesto, bata) fueron insolubles en todos los me-

dios empleados, pero su contraste se exhibi6 con ventaja en atencién al
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medio de inclusitn.

Todos los materiales, tanto los contaminantes iniciales como los
contaminantes de comparacién, se observaron en los diferentes Sistemas
6pticos de Campo claro, Contraste de fases, Campo obscuro, Contraste -
diferencial de interferencia, Luz polarizada y el Sistema de fluorescencia
a la Energla ultravioleta. L.as iméigenes obtenidas, ademais de 1lamativas
debido a sus colores, fueron particular mente ventajosas en el caso del --
Contraste de fases, del Contraste diferencial de interferencia y del Cam-
po de luz polarizada.

Lia imagen de composicion de la portada es una demostraciéon --
real de lo vivido en este trabajo; el frasco vial que aparece en la parte su
perior izquierda corresponde a uno de los viales en los cuales se advirtié,
mediante la observacion directa del liofilizado reconstituido por tindaliza
citn, la existencia de uno de los contaminantes.

La figura filamento laminar que aparece en su proximidad y en
cuya estructura se advierten elementos anulares a manera de donas co-
rregponden a la estructura del mencionado contaminante. Hasta este mo-
mento se confirmaba la existencia del contaminante en el vial, se sabia ya
de su estructura al Contraste diferencial de interferencia, pero se igno-
raba su naturaleza y su fuente de origen. La imagen de la mitad derecha

de la Lamina corresponde al papel Glasin estableciéndose asf la identidad
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comparativa y precisdndose la fuente de origen.

Los contaminantes identificados podrian estudiarse bajo otros --
pun‘tos de vista e intereses, pero para mi propoésito se alcanz6 el objetdvo
preestablecido en este estudio con el mé&todo que se propus6, por ello se
exhalta con mucho interés los resultados obtenidos bajo el proceder basa-
do en 1a observacibn y estudio microscopicos.

El procedimiento podxfa objetarsele con valoraciones del dempo
empleado, pero aceptandolo, tal aparente limitante podria resolverse en
base a la experiencia cada vez mayor sobre los contaminantes involucra-
dos en la linea de produccidén. A este respecto se podria proponer el es-
tudio microscépico de 1os materiales que se emplean en un proceso y rea
lizar con las imdgenes un archivo que podria ayudar cada vez que tuviera
un contaminante en cualquier linea del pfoceso de ese producto.

Pienso que este trabajo ademads de cumplir con sus propositos de
estructuraciéon de Tesis, representa una importante base en el estudio de
contaminantes en la industria farmacéutica, y puede ser base en un estu-
dio realizando un archivo de los materiales en el proceso de productos -~
farmacéuticos. Esto podria parecer un proceso costoso, arduoy de su-
mo cuidado, pero llegado el momento de una contaminacién serfa el pro-
ceder mas completo, econdbmico y seguro que se deba seguir.

L.a proposici6n de un archivo puede tener caricter de distribu-
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ci6n mediante venta o podrfa ser un requisito exigido a los fabricantes y
distribuidores, pero cada fabricante en la linea de produccién de un pro-
ducto. Es decir quien vende el papel o algin material para areas limpias
y asépticas mas unas fotograffas de la imagen microscoépica de estos ma-
.teriales.

Ya para Avallone en 1985, este requisito era obligatorio y seria
relativo a cada industria farmacéutica de acuerdo a sus productos.

Conviene aclarar y recordar que los contaminantes problema vy
los de comparacibn fueron tratados con exageracibn de cuidados para no
caer en contaminaciones agregadas durante el manejo de los contaminan-
tes primarios. De Luca aconseja y asf se realizd, trabajar con agua tra-
tada, bajo campana de flujo laminar correr testigos '"blanco’ en el méto-
do de filtracitn, etc. asi se puede asegurar que lo contenido en cada pre-
paracion es exactamente lo que se desed poner ahi entre porta y cubreob
jetos.

En las ilustraciones, las Laminas X1y XII, muestran imagenes
muy variadas de materiales derivados de la linea y ambiente de produc-
cién que no tuvieron nada que ver con los tres contaminantes de los fras-
cos viales, (papel Glasin, fibras de bata y asbesto de guantes), son sélo
doce microfotografias, pero en la practica revisamos 98 materiales y de

todos ellos se tienen las microfotograffas correspondientes.
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VI. Conclusiones

1. En base a los resultados obtenidos y a la experiencia adquiri-
da en este trabajo, la investigacidn de las particulas contaminantes del -
compuesto de Cortisona resultd exitosa, pues se alcanzaron los objetivos

de identificacidn de los contaminantes.

2, El mérodo de seleccibn fue el de observacion y estudio de los
materiales contarninantes al microscopio bajo diferentes sisternas 6pticos
(Campo claro, Campo obscuro, Campo de luz pola;fizada, Contraste de fa-
ses, Contraste diferencial de interferencias y Fluorescencia a la Energla
ultravioleta), siendo los tres dltimos los que dieron mAas amplia informa-

cion.

3. El estudio de los contaminantes al microscopio, realizado con
equipo adecuado y con experiencia en microscopia resulta el método de

seleccibn, de maxima confiabilidad y seguridad.

4 . Para obtener buenas microfotografias el método exige mucho
cuidado en la manipulacién y preparacién de los contaminantes para evitar
supercontaminaciones y dobleces del material que deforman la marcha de

los rayos dando iméagenes poco confiables.
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5. Debe quedar establecido que el método microscépico en la for-
ma que utilizamos y recomendamos, es un procedimiento de identifica-
cién por comparacién, no debe pretenderse inferencias de naturaleza qui-

mica.

6. El procedimiento es altamente objetivo si 1a identificacion por
comparacidn se realiza con microfotografias obtenidas en condiciones 6p-

ticas semejantes, como se realizd en este trabajo.

7. En las contaminaciones, se reconocid e identificd con absolu-
ta seguridad objetiva al papel Glasin, a fibras de algodén y filamentos sin-
téticos derivados de algunas batas y, finalmente, fibras de asbesto proce-
dentes de los guantes, de tal material empleado durante los procesos de

esterilizacién en el horno y autoclave.

8. En esta comunicacién, se puede con agrado y satisfaccion, -
afiadir a manera de tltima conclusién, que, cuando se identificaron los -
contaminantes, y se procedid a la eliminaci6n de las fuentes de origen, .-
la contaminacién de fibras de algodén con filamentos sintéticos y de as-

besto desaparecid en el producto.
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Ilustraciones

Todo el material para esta Tesis es original.
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LAMINA I
CONTAMINANTE 1
Presente en los lotes: L.-1, L.-2, L-3, L.-4, LL-3 y L-6.

Imagenes similares en diferentes filamentos que exhiben Ia
naturaleza fibrilar filamentosa, plana, de bordes regulares, rectos
con gran paralelismo. En los Sistemas 6pticos de Luz polarizada es-
tos filamentos acintadog emitfan destellos metilicos que recordaban -
cintillas del 1llamado "papel alumninio” de las envolturas de los pa-
quetes de cigarrillos.,

Figuras 1, 2y Iméigenes obtenidas en el Campo de luz po
rd 4

3.

larizada. Aumento 320 X.

Figura 4. Segmento del filamento observado al Contraste de

fases donde se advierte una densidad estructural muy semejante en -
toda su longitud. 320 X.

Figura 5. Segmento con un doblez observado con Luz polari_
zada; se advierte cierta rigidez del filamento exhibida por el doblez
triangular. 320 X.

Figura 6. Ortro segmento del filamento laminar con otro do-
blez que nos confirma la observacién anterior. Contraste diferencial
de interferencia. 400 X.
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LAMINA II
CONTAMINANTE 1

Presente en los lotes: L.-1, L-2, L.-3, L-4, L.-5 y L.-6,

Conjunto de imdgenes observadas en Contraste diferencial ~
de interferencia, con excepcién de la figura 10 que corresponde a -
Campo de luz polarizada.

Figuras 7, 8 y 9. Muestran detalles de la estructura fila- -
mentosa plana y de la forma como se doblan los filamentos en rela-
cién con "cierta rigidez" que les inferimos. Las flechas marcan ma-

. teriales agregados a la morfologia y naturaleza filamentosa de nues-
tro especimen.

320 X, 640 X, 640 X,

Figura 10. ‘Fragmento filamentoso observado a 1a L.uz pola-
rizada; la posicitn especial del filamento en €1 Campo polarizado -
muestra una peculiar refringencia con brillo y extincion de la luz so-
bre el filamento.

512 X,

Figuras 11 y 12. Segmentos de las muestras observados con
Contraste diferencial de interferencia; ademds de la estructura lami-
nar del filamento se observan contaminantes y traumatismos defor-
mantes de las fibras sefialados con las flechas.

640 X y 160 X.
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LAMINA II1
CONTAMINANTE 1
Presente en el lote: L-3.

Serie de afortunadas imégenes correspondientes al contami-~
nante 1, en donde, bajo diferentes Sistemas Opticos se exhibe y exal-
ta la existencia de una morfologla especial consistente en figuras anu
lares, como donas, que ocupan la parte central del filamento; las fle-
chas sefialan a alguna de ellas.

Figura 13. Campo obscuro, con este Sistema 6ptico se ad-
vierten las figuras anulares y lo negro del centro sugiere perforacion.
También se advierte la naturaleza reticulo fibrilar fina de la constitu
cién del cuerpo del filamento. 400 X.

Figura 14, Contraste diferencial de interferencias construi-
do con luz polarizada. Con este sistema se advierte el doble contor-
no anular de las figuras; se remarca el anillo interior y no parece --
existir perforacién en el centro. 800 X.

Figura 15. Luz polarizada. Se confirma la morfologla de --
las figuras con destellos de refringencia. 800 X.

Figura 16. Imagen semejante a la anterior también con Luz
polarizada exagerando la Isotropia y Anisotropia; persisten las figu-
ras anulares. 500 X.

Figura 17. Contraste de fases construido con Luz polariza-
da. Con este Sistema Optico es como mejor se exhibe la estructura -
fina del filamento. 800 X.

Figura 18. Semejante a la anterior bajo Contraste diferen-
cial de interferencia. 800 X, las flechas sefialan las mejores image-
nes, para futuras comparaciones.






76

LAMINA IV
CONTAMINANTE 2
Presente en los lotes: LL-3y L.-4.

Imigenes de tres diferentes filamentos, con pliegues irregu~
lares, de naturaleza fibrilar, plana, con bordes paralelos entre sf; -
su textura en algunos segmentos es arrugada y en otros es lisa.

Figuras 19 y 20. Filamento observado en Contraste de fases
y Luz polarizada. Detalle de los pliegues a manera de listén (marca-
dos con las flechas). Al Campo de luz polarizada se observan en al-
gunos segmentos del filamento que brillan los bordes a manera de -
cutfcula, estas partes de la fibra presentan diferente tonalidad al res
to de 1a fibra. 160 X.

Figuras 21 y 22. Imagenes observadas en Campo de luz po-
larizada y en Contraste de fases. Se advierte un filamento plano y li-
so, de bordes paralelos, un extremo es mis ancho; bajo Luz polariza
da la fibra presenta algunos segmentos con extincidon de luz y algunos
brillantes, asf como cromarticidad y birrefrigencia; en este sistema -
la fibra sobresale en el fondo negro, mientras que en Contraste de -
fases se advierten sus bordes paralelos y algunas sustancias agrega-
das a la fibra. 160 X.

Figuras 23y 24. Dertalle de una parte plana, acintada y Cam
po de luz polarizada. Se advierte la naturaleza acintada, bordes niti-
dos marcados en negro, destaca su aspecto rugoso en algunas partes
y liso en owras, estructura homégenea. 250 Xy 320 X.
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LAMINA V
CONTAMINANTE 2

Presente en los lotes: L-3 y 1.-4,

Serie de imagenes donde destacan detalles de dos filamentos
del contaminante 2, bajo diferentes Sistemas Opticos.

Figura 25 y 26. Muestran detalles del pliegue de las figuras
19 y 20 bajo Luz polarizada; se distingue que la fibra siendo delgada,
tiene por lo menos dos grosores. L.a porcién plegada es adn méis an-
cha, la delgada plana y anhista. 640 X,

Figura 27. Detalle del pliegue con zonas lisas, anhistas, -
unas y rugosas otras, 820 X,

Figuras 28, 29 vy 30. Serie de imagenes obtenidas en Con-
traste de fases, Contraste diferencial de interferencia y Campo de -~
luz polarizada respectivamente. Se observan detalles de un extremo
semitrenzado donde ademais presenta agregados irregulares marca-
dos con flechas; en la fig. 29 se observa cromaticidad en la fibra y -
las flechas marcan agregados provenientes de la membrana de filtra-

cidén, en las figuras 28 y 29 los agregados son cristales irregulares.
640 X.
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LAMINA VI
CONTAMINANTE 3
Presente en los lotes L-3 y L.-4.

Imigenes muy similares de diferentes filamentos que mues-
tran su naturaleza fibrilar ligeramente acordonada, rigida, con gran
paralelismo en los bordes que exhiben un peculiar brillo en toda la fi~
bra, se observan algunas lineas a lo largo de la fibra a manera de ca-
nales o fisuras.

Figuras 31, 32 y 33. Muestran la imagen a la Luz polariza-
da de filamentos rectos y ligeramente flexionados, con fisuras longi-
tudinales a lo largo de la fibra; bajo Luz polarizada todas las fibras -
brillan y en algunos segmentos se obscurecen, presentando birrefrin
gencia al giro concéntrico. 512 X. -

Figuras 34 y 35. Imigenes obtenidas en Contraste diferen-
cial de interferencia. Muestran un filamento con gran brillo donde -
destacan las lineas longitudinales en forma de canales. La Fig. 35
semeja un fasciculo de filamentos acordonados girados sobre su eje.
512 X y 640 X.

Figura 36. Owro segmento de filamento observado con Luz
polarizada. Se advierte la extincion de la luz en el segmento donde -
se flexiona la fibra, ademds de observarse una fisura a lo largo de -
la fibra. 512 X.



\
i

Ioanina




79

LAMINA VII
CONTAMINANTE 3

Serie de iméigenes de gran valor, ya que manifiestan en toda
su extension la estructura filamentosa del contaminante 3, observan-
dose las lineas longitudinales que caracterizan a este contaminante -
con respecto a los anteriores.

Figuras 37, 38 y 39. Microfotografias con diferentes Siste-
mas 6pticos de un mismo sitio de un mismo filamento, aquel de la -~
Fig. 35. Se confirma su estructura filamentosa y ligeramente acor-
donada, con bordes paralelos, nitidos. Se advierte armonia y corres
pondencia estructural. Estas imigenes resultan muy valiosas para -
la identificacién por comparacitn posterior. Contraste diferencial -
de interferencia, Contraste de fases mas Luz polarizada, Campo -
de luz polarizada.

640 X.

Figuras 40, 41 y 42. Imaigenes obtenidas con Contraste dife
rencial de interferencia, Contraste de fases construido con Luz pola-
rizada, Luz polarizada. Estas imagenes son magnificas, destaca en
ellas muy bien las fisuras longimdinales de las fibras y su estructura
acordonada.

640 X.
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LAMINA VIII
PAPEL GL.ASIN

Conjunto de valiosas y especificas microfotografias que - --
muestran la estructura, morfologia y propiedades 6pticas de las fi- -
bras que forman el papel Glasin.

Figuras 43 y 44. Trama del papel Glasin en Campo de luz -
polarizada. Se observan los filamentos fibrilares entrelazados, su -
forma acintada, plana, con lustre y brillo metilico que hace que so-
bresalgan en el fondo negro. 160 X.

Figura 45. Conrraste de fases. Con este sistema se advier-
ten en los filamentos que salen de la trama del papel, estructuras anu
lares en la fibra (marcada con la flecha) se observan estas estructu-
ras en color blanco. 100 X.

Figura 46. Magnifica imagen de una fibra de papel Glasin, -
obtenida en Contraste diferencial de interferencias en la cual se pue-~
de apreciar su grosor y confirmar su forma acintada, plana, con bor
des paralelos y en su superficie notar los relieves y las estructuras-
anulares marcadas con la flecha. 256 X,

Figura 47. Detalle de una fibra del borde desflecado de 1la
trama del papel Glasin. Contraste diferencial de interferencia. Se -
puede advertir a mayor aumento y marcadas con la flecha las estruc-
turas anulares. Aqui también podemos observar su brillo, forma --
plana y sus bordes paralelos. 400 X.

Figura 48. Contraste de fases. En este sistema y con un -
mayor aumento, podemos dlstmgmr en toda su extensidn las estructu
ras anulares de la anterior imagen, la flecha marca una de ellas don-
de se puede observar que forma un doble circulo concéntrico, a mane
ra de dona. 640 X.
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LAMINA IX

BATA

Serie de diversas imdgenes de los filamentos de la trama del
tejido de algunas batas compuestas de fibras de algodén y algunos fi-
lamentos sintéticos.

Figuras 49, 50 y 51. Conjunto de iméigenes obtenidas en - -
Campo Obscuro, Campo de luz polarizada y Contraste diferencial de
interferencia. Se observa un filamento de bata que se identifica de -
naturaleza artificial sintético.
256 X.

Figuras 52, 53 y 54. Iméagenes obtenidas bajo Campo de luz
polarizada. Se advierten filamentos con segmentos planos, acordo-
nados y en una torcion helicoidal, caracteristica de las fibras de algo

'320 X.
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LAMINA X

GUANTES DE ASBESTO

Serie de cuatro microfotograffas, de inapelable aplicacién --
comparativa por su magnifca exhibicidn de la morfologia estructural -
que presenta. Destacan las lineas longitudinales en estas imdgenes.

Figura 55. Contraste diferencial de intexrferencia. Se obser-
van filamentos con volumen destacando su naturaleza semiacordonada,
rigida y brillante.

160 X.

Figura 56. Imagen obtenida en Campo de luz polarizada con
extincién de la luz en algunas flexiones de la fibra.
256 X.

Figura 57. Filamento observado bajo L.uz polarizada. Se ad
vierte en la superficie de este filamento lineas longitudinales que dan
la impresi6én de ser varias fibras unidas, ademas de advertirse una -
mancha obscura que marca un traumatismo en la fibra.

320 X.

Figura 58. Magnifica imagen obtenida en Contraste diferen-
cial de interferencia, construido con Luz polarizada, donde las fisuras .
longitudinales estan bien marcadas y realzan la estructura filamento -
acordonada de la fibra.
640 X.
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LAMINA XI
MATERIALES DIVERSOS

Grupo de imédgenes de materiales diversos obtenidos en la 1i-
nea de produccioén de el firmaco; son una pequefia muestra de varios -
materiales de naturaleza y origen conocidos.

Figura 59. Campo claro. Imagen de una particula de vidrio,
encontrada en un frasco vial limpio, se advierte claramente su morfo
logia cristalina, en Luz polarizada no tiene actividad Optica.

320 X.

Figura 60. Campo de luz polarizada. Imagen de una mues-
tra de esponja que se usa en la limpieza de las dreas limpia y asépti-
ca, asi como de todo el equipo y material que se encuentra en estas -
areas.

100 X.

Figura 61. Campo de luz polarizada. Segmento de un fila-
mento de tejido sintético morfologia '"'sui generis'.

Figura 62. Filamentos de lina observados a la Luz polariza-
da.
100 X.

Figura 63. Filamento de algodén observados a la Luz polari-
zada. Imagen caracteristica.
100 X.

Figura 64. Filamentos de caflamo. Imagen caracteristica.
Campo de luz polarizada.
100 X.
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LAMINA XII
MATERIALES DIVERSOS

Figuras de la 65 a 1a 69. Microfotografias en el Sistema 6p-
tico de Luz polarizada.

Figura 65. Filamentos de cubreboca (material sintético se-
mejante al de la cofia).
320 X.

Figura 66. Filamento ligeramente acordonado de la trama de
la lona de filtracién.
320 X.

Figura 67. Filamentos laminares de papel cartén. 320 X.

Figura 68. Cristales de Hemisuccinato de hidrocortisona.
320 X.

Figura 69. Filamento de la trama del prefiltro del madulo de
flujo laminar (material sintético).
320 X.

Figura 70. Grumos sedimentados en el filtro HEPA, mate-
rial muy compacto mezclado con filamentos rigidos de material sinté~
tico. Contraste de fases.

640 X. :
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