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En la actualided, la Técnologla pernite el uso de
'_nubatan@iaa B61iaqs7ggﬁé@@i;ﬂ@7mn¢ﬁaa dailaa‘eué-
les son i:emoi&bilsa y para y&aériéa faatﬁuliza:‘
se ha, recurrido .a-i dxido dw etilenoc. :E:iatexi Vi
rias dudas 1égics wobre ia esterilidad de estos
ﬁ}aﬁucﬁoa, dndan qﬁe tratan de eliminarse o com-

probaras.

El preséute trabajo ae ha desarrollado bajo la su
;;os;lci&n de qus al ser cristalizada una aubstan—
oia en presencia §s wn =iczauzganismo qun ge &~
cuentre en 1a uoluc-ﬁn, dste pueds servir como un
factor para iniciar dioha cristalizacidn, quedando
" oolufds dentro dei cmu'cu., o ni&ﬁ. danum de un

afsh‘a"‘* . cﬁng-‘ign#

Asinisnoy 80 2abe que el gxido de etilenc es un -
esterilizador de supsrficie ¥y si diche microorga=-
niszo se encuentra protegido ror el cristal, la -
_ esterilizacidn no serd complets, obteniéndose co-

mo resyltado un producto contaminado. o

Esto tiene importancie sobre todo. en el caso de



;féi‘maﬁoa ouya via de adninistracidn es en forua — |

‘de suspensiones parenterales ¢ de colirios, ocuyos - .

_eristales puﬁiei-an» 1levar oclufdos microorganis~

- meS gue no fueran detectables por ser insolu~
bies -ai;‘ los medics de oultive normalmente para - o

‘ cbmprobér la esterilidad, como el nasb‘ Qe suchon |

epteroidess - - _ - . -







0xido de Etileno.
‘ Is’a‘ aplicaeiﬁn’ de productos quimicos én -fofxﬁa de ‘gasﬂ
o de vapor como agente eaterilizante ha ubeervado un
auge en las x’iltimas “dcadas;, aunque los efectos leta
1leg del éxido de etileno fueron observados por primg
8 vez por Cotton y Roark (1) en inpectos usados pa-
Ta i:z;uéias de fumigantes. De acuerdo con FPhillips y
" Eays (2) la primera referencin antibacterial fué en-
con‘tréda por Schroder y Bossert en 1929. Esta ac~
cién bactericidd fué wiilizads comercialumente en -

' Tos requisitos ideales para le esterilizacién con un

'gas son los sigulentest (3)

a) No corrosivo

b) No dafiino a lom materiales

c) Penetrants _
-+ 4) Pdeil de eliminar por ventilacién |

8) De accién ripidn -

g} Mo inflamadle e inexplosivo
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h) Pdeil de almacenar
- 1) PFéoil de menejar
) ﬁlagoﬂiblercomexcialmente
%) Barato v -
1) Bactericida, Meéyariéida, virucida y
fungieiqg en condiciones atmaéféricaé"

El dxido de etileno no reiine todas las cualidades co
ne puadq;obaervnrﬁe‘mﬁe‘adeiante,‘para es ampliamen-
te usado porﬁgu'a&biﬁé?micrdhicidahan sus eatadba°1§

quido ¥y gaseoso.

En forma 1fquida el éxido de etileno ee ha empleads
para 1a esterilizacidn 48 wedios de cultive ifguidos,
sueros de iaballo.»emulaionen de ageite dgfoliva; BO
luciones de carbohidratos y soluciones de penicilina.
(%) ‘

En foraa de gasfseeha:emélsaé.‘gm;ligmantg an g:ta%g

mologfa {5), en la esterilizacién de envases princi-

palments.
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El éxido de etileno es un compuesto ciclico de éter

con un peso molecular de 44.05; congelnm & ~111.3%, o

hierve a 10.73° a presién mtmosférica. Estd forma-

4o por dos dtomos de carbomo _unidos a un oxigeno,

’ formando un anillo de tres miembros, muy reactivo.
Su estructura es la siguiente: (6)

RO R

0

" Al estads puro el éxido de etileno es muy peligroso
de manejar porque la me,z‘c’lé con el aire a partir de
3% es explosiva: ~Reacclons :répi-‘riam"enté al éntra?; en
-gontacto con la humedad y algunos_catalizadores como
$xidos de hiervo, estafio y aluminio; es completamen—
te soluble en agus & 10° y en presencia de un catali
zader £eido o bésico reacciona con agua parg formar
glicoles de polietileno. Es ademds, soluble en al-
cohal, é‘ter ¥ algunos salventes orgénicos, asi como.
en materdiales aéliaoa ¢omo "h\_:;]‘.c, cuero ;r plaatico.

Las inhalaciﬂnes a bajas concantmcionea duraml:o un

par.{odo 3.argo provocan nauaeaa, vémito y dolor de om
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beza: EL 6,:::,1&0 de etileno evapora rdpidemente de la

pisl p.., ugion "'z-’, ‘..;{.1';.‘4. nfriamianto, pero tn contacto .

pmlongado produce notable imtacﬁn cutdnes, (7)

Las inhkalac¢iones a conbéﬁﬁ}aciones consi‘de’réblea cay

san “im*baoién de los ’ojoe, ¥y de las'v:fas'r iaulﬁ&nérea.

Ia maxima coneenfzraci&n permitida en 100 ppmi 300 R

Bon “ialafauaa pa: wm m-'imu ds £0 minut;;s, 50, ,000 &
100,000 ppm son fatales en gceps minutos. (8)

EL éxido de etileno se prnaupe'induatrialmeﬁxs por la

debidrocloracidn de la clorhidrina etilénica. (9)

Algunas teorias han 5ide propuestas Bobre la foma e

“en que &1 $xido de e1:11eno destruye a los microorga—

nismos. Da teorfa mds comunmente expresada se baga

en el proceso de alquilacidn; el reemplazo de un ra-
dical hidroxietil de un &bomo de hidrogeno 1ibre dep
+tro de un grupo 'Zu{mico tal coxo sulfhidrilo, amino,
carboxile o hidrexilo de la moléeula de protefna(10). .

No se ha definido cual de esbos grupos eg atacado =-

primero por el 6xido de etilénc, perc Se Cres qus eX
"+ grupo sulfhidrilo es el mfe reactivo o susceptible -

al gaa,
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~El grado en ol cual la destruceidn de los microorga-

nisnos ocurrsy 56 velacione el grado de difusidn del

‘8x1do de etileno & traves de J,:a pared de la célula ¥
la aigpopipi'}riﬂgd o bacceaiﬁﬂidads de uno de los gru-
pos qnimicoﬁ.“p;u;a resceionar con €1 $xtde de etilenc..
El grado de aaétrucciﬁn‘dependg'famﬁién de qﬁe-ia c§
 :1u1a.0st5 en_grado vegetativo o de espora {i1). Se
cree quc on la fomacién de. J.a espora ‘bactariana el
gmpo ml:thirilo pusde eptar protegido por camblos <
_ en la nolécula de pmtafna ¥ la acci6n egterilizante

- ael dxiﬁo s etilsno esters matringido A uno u otro ..
: ,gm;po que no ap ‘tan reaciivo.

»

Si ¢l proceso de al.quﬂacidn es acaptado como 1a for
ma do acci&n. lu deatmeci&n de los micmorgamsaas -
por el éxido de etileno es una interferencia q,nimi‘ca
y probablements, esté ce‘rcanamente'reiacionada con
ln:in‘lctinoﬁn del proceso reproductivo ric la cédiu=
1. (12)

1 ~'\\

1

Se ha encontrado que para esterilizar nateriala\s

\\
‘

puede emplear polietileno para sm~p~nuw-
un sspesor de 254 & 762 micras ya que en esiazs condi
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. oiones es conipietémenﬁé permeable gl éxido de eti v
leno. (13) o S S

_ Elgunos de.los micreorzenisnos que &6 encuam:ran en

al aire ¥ podrfan contaminar cualquier pmducto son:

Bacillus subtilic.~ Bacilos de 3 a 4 micras x 1 B
cra, rectos o curvos, de extremps x:e-,dpndsadqa,. ais-
lados o en,cadenas. ‘L‘as‘ esporas son ovales de 1.2
x0 ,Snicg-aadiSpuestae en forma ecuatorisl o subter
minal gue germina lateralmente. Eg gram-positivo y
no acidorresistente. ‘ ‘ '
"_Hﬁbﬁéﬁz‘,@ﬁ:ﬁeimpelm. iec’he, ‘Bﬁﬁlo,‘ agua y aire,
(€0

k‘Staggy;g» goocns gureus.~ Es una esfera itiplea, si -
bién puede estar aplanada en un sector cuando lag -
eélulas se agrupan en racimos irregulares, El did-
metro medic es de 0.8 micras. Su tompamtura 6p1;i—

¢a 'de desarrollo es 35° es anaerobio iacultativo y

A
|

p_qait,:lw .

Hévitat.~ Se lleva en la piel, en el conducto intes :
tinal y especialmente en la mucosa de la nosofarin-s»



T e -

ge» TFotos organismos se expulsan en gatites con la
Yos ¥ ‘61 estornudo ¥ adn por la convérsacién ordimg -

:Sai‘cina }_z_aj_:g_g_,- Cocos gra:‘npnsit’?vos més gran.dés qugwm
los estafilococos, con diémetm medio de 1 a 1.5 mi
cras. s diwisién eelular se produce en tres planos,
dando lugar a la formseidn d_é, _paquetes é'ﬁ'b‘ipofa de -
flds organismos.  EL desarrollo @tm oocurre a 25%,

Es serobids . | —_— |
Hévitat.~ Ectd en ol aire, ague o piel humana. (15) .
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Pars poder demostrar si un microorganismo gieda prG
tegido dé 1a accidn esterilizante del d’ziﬁa de eti-

1eno por estar ncleidu -dentro de un crist‘al, o bien,

dentro de un actuulo de cme%alea e seguirdn los -

pasos sigulentes: , SRR

Ioe
. a partir de una. soluecidn concentraﬁa ' ae\r_ o

Tratar de obtener este tipo de cristales

J.a suhstancia en 91 ® aiventa adecuado &8

T 1a qué ge adiaionaré on el nmomentc de -~ -
oristalizar una suapensi&n aoncentraaa de.
o ;;g;,.cmgzganimoa, ‘ = . S
2o. Se someterdn esos cristales a 1a accidn
del §xido de etileno.
30. Se probard la esterilidad de los crista-
les tratados con 6::1&0 de etilenc-en com B
- »‘vﬁmoitfn de 105 no tratados con dicho -

NS

_1e ~_;.;-rprdmﬁfontaa

T siguientes:

4) Disolver los cristales sin tratar con



R T
]

- -

éxido de etileno y sembrar de esta solu-

P O
GEUIIe

:B) Sembrar diractamante ioe cristales tra

tadon con Sxido de etileno, para probvar si

la contaminacidn no es superficial.

xido da»batilano y sembrar de la solucién.

De acuerdo a 1o anterior habrd cinco posibilidades
& encontrar: ’ ‘

" Proceso @ Proceso b Process ¢
Ja, Posibvilidad - ‘

2a., Posibilidad * - -
3a. Posibilided * - e
4s. Posibilided + s -
5a, Posibilidad + + +

{EL signo ~ indica gue el producto esta estéril y

sl signo + que esta conteminado)

Ds 1o que se podrd deducir:

€} Disolver los cristales tratados con 6=
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1. ?osibilidad.— El solvente o la sn‘batancia tie— -

‘nen gecidn Sobre 1oB microorganismos. - . L

Pa :Poa;;biliﬁaa.—- El éxido de wileno ei esteriuz&

1& muestm;

. -Ba. Poaibilidad.e Ea posible gue los microorganis—

mos eatén ocluidos en los crdstales.

4a, ¥ 5a. Posibilidad.- Ia esterilizacidn con éxido

de etileno en las condiciores de trabejo no es ideal
paxa la esterilizscidn de oristales.

Se estudiardn por Baparado las substancias solubles

’»3 las insolubles en agua.

‘En el caso de las substancids Bolubles én agua es -
interesante hacer notar que no se puede llegar a la
conclusidn de el la contaminacic’h estd en la super-
‘ficie del oristal o imclufda, ya gue los orimtsles =
se disclverdn al agregarlos al medio de cultivo. So

lo se llega a la conclueidn de gue después dé 1 €8
terilizacidn con dxido de etileno, se obtiens un -



=19 -
producto sstéril o contaminado. -

Efn‘s.ail. cago de las snﬁ;atanaiae_‘ insoiu‘bleﬂ en agua, -

: i_:agbién ‘aejrﬁn wiﬁ:épll;tbléai en los medios de cultivo‘
»empléa,aos normalmente en Lfl';aé yruebae de esterilidad;
as{,.;.eusjyandienac diréc.tamen:ﬁe los amsizales en 8l
‘medic de oultivo se. .sg;;fbrz_i 8i hay contaminacidn su-
perficial. Para apreciar sl :hay'ccnféminabidn' in-
clufda en los cristales ¢sg necesario disolverlos ‘,e'n
golventes argdnicos, gque no tengan accidn sobre los
microorséniemo:s, parda permitir el desarrollo en el
medio de cultivo. For esta razén ¥ porgue las subs
tancias a probar se obtienen ~é,n‘ el meno gde .‘soluc‘io- .
nes ae solven‘has organicos, ge hace necesario un es
tudic de la accidn de algunos de los solvenf:es orgé
nicos como son el metanol, etanol, acetona y dioxa-

no sobre los microorganismos de prueba.

El trabajo experimental se d3ividird en tres partes:

la. Parté.~ Consistird en prucbas con substancias

solubles en agua.



28 Parte,- Se probam la accidn de algunos solven

tes Qrgéni,enk Rn‘h}"& IDB miﬂmcrganismos de pl‘ueba. c e

3a. Parie .- :E’ruebaa fon suhstanczas insolu‘bles en

_agua, prineipalmente est‘eroides.
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Mioroorganisuos de Prueba.
Se usaron cepas de la American Type Culture Collec— =~
tion (16). c B

Bacillus subtilis {esporas) ATCC 66335 empleado nor
malmente en la preparacidn as testigos para la este
rilizacidn con éxido 3 etileno, |

Sarcina lutea ATCC 9341
Staphylocoecus aursus ATce 6533?

Zos microorganiitmos se encontraban en suspansidn en |
' gplucidn reguladora de fosfatos adicionada al 15% -
de glicerol, segin lu técnica de Tanguay. (17)

Estos microorgzanismos se escogleron porque se encuen
tran en el dire y on el momento de cristalizar una .

- substancia podrian contaminer la solucién.

B T T TN — 3
- Substancigm utilisadsst—
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Substancias solubles en agua:

| Smoarost,
.—;A\Snlfato &e aatraytomioina,
hanitol ¥
Ascorbato de sodio.

Substancian insolubles en agua-f

. Eatzadiol, o

‘Benzoato de estxadial,

: ﬂa;nhiﬂ:bbenzéata de estradiel,
- . Aestato de hidrocortisona,
Prednisons, -
Acetato de ﬁrednieolona,
Etinil estradiol y

Acetato de desoxicorticosterona.

Splventes ptilizadoss

Ss emplearon los siguientes solventes: agna, metanol,

etanol, acetonn y dioxano eatériles.

El asgua se esterilizé en asutoclave y los solventes
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oxrganicos poxr medio de Filtracidn 'Séit‘z' -utﬂi_,‘zan@b‘

filtros EKS No. 4. o

,Médiqa -utﬂiza‘dps,

a) Medio lfguido de Tiogliéolato. Se utilizé Bacto

Fluid Thioglycollate medium (B256-01) que es un me-

aio desmidratade que caz‘z'esponde en compoaieién al
Yedio Optativo de tioglicolutv de la Farmacopea Na-
cional de los Estados Unidos lexicenos. (18, 19)

a

b) Medio 1fquido de Sabouraud. Se emples Bacto Sa-
bouraud Dextrose Broth {B0382-01) que es un me‘d_iéx :

~- deshidratado que UHA vez preparado corresponde al

_ Medio Ifguidc de Sabouraud de la Famacopéa Naeio—~

nal de los Estados Unidos Mexicanos. (18, 19)

Se escogleron estos medios porque son los qus seda-
la la Farmacopea Nacional de los EZstados Unidos Me-

xicancs para pruebas de esterilidad de soluciones ¥ -

auapénsionea ¥ porque en el Kedio Liguido de Tiogli

n—i0® miTIo0YZanisnod de prug
ba« EL medic 1liquido de Sabouraud se usd para segu=



|

ridad, es decir, raraucOmproﬁar‘qﬁa no habfa conba~

-minaciones extrafias.. .

51 se obtenfa desarrolle en algdn tubo, se couproba

ba que el desarrolle fuera sélo del microorganismo

e prueba y si se encontraba conteminecidn adicional

‘se depechaban esos resultados.

Pdonich de,criaializaéi&ﬁ.

_ Teniendo en puenta gue para obiener resultados véli

dos y‘zerraﬁucibles @8 necesario seguir glempre una

misma téenica de cristalizacidn, todas se hicieron

:preparando una solucidn concentrada en caliente de

1a substancia en &1 solvente adecnado y vaciando sg
bre un re¢ipiente enfriado exteriormente cnnvhieic

en el que previemente se habfa colooado una suspen=
s8idn ﬁevmig:ﬁaiganismoe{'ha agitacidn se continuf =

hasta franca eristalizscidni una vez terminada és-

#%a ge proeedid immediatamente a la filtracidn al va .

22— 2 2

¢
" ‘¢fo-en condiciones asépticas para evitar contamina«

clones extraiinm,.
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- Bn una bolaa de polie*&ileno de espesor pemeable al
Sxido de etileno (635 micras) se colocaron en cada _
uno dé los cgasos apmximadamenté 200 mg de la subg
tancia: diatmgidawgn. Tal forms que guedara una ca=

- ya :aelgéda 4 la gue tuviera perfecto acoeso el §xi-
do gde etileno. -
'Sé,,futilifziﬁ ;gaﬂ;‘}a; eé%émﬁzar'ei aparate Yimerican' -
20 x 20 x 36 Cryothem :Stbezf:ilizer,f empleando una mez o
cla de dxide de etileno 12% ’y. Bi&'ﬂdo de carbono -

- 884, aejéndblo actugr durante 4 horas & 1.26 Kg/cm
ya 54“ |

a) Referente a las pruebas de esterilidad de las =
su‘hatancias aolu‘bles en agua, tanto para los crista
les sin tratar con éxido de etileno como para los

tratados.

“tubo estéril ¥y se disolvie:ron o0 25m1 de aoluci&n ga
1ina isotdnica Bstéril. Fn condiciones  estériles
se procedié a hacar la filtracidn al wvaclo utilizap



. do membrena miilipoz;e ‘HA 0+45u eon ﬁoroe de 045 mi

) cras. sem“branﬁc el oentro de la misma en 80 ml de -

medio 1{quido ﬁa Tiogiicolafo; fncubando & 37 yie

_yendo el resultado a 168 7 dfad. 1a parte exterier
 de lB membrana & '*"\w{ en madig 1lfguido de Sabou-

raud, incubando a 23° durante 10 dfas .

b)) ;Refereh‘ue d 1es pruchas-de e%‘;ézzili_aé de lag =

substancias insolubles en agua +tanto vara los cm.s-

tales sin tratar con éxido de etilenc como para los

~Srakaios. .

Aproximademente 200 mg. de la substancia se vacia-
OO en un uﬁ"ﬁa estéril ¥y se disolvieron en 5 ml de
- dioxano estéril. Una vez lograda la disolucidn com

pleta ayudada por agitacién manual, se 7‘bbm6 7 1 imi y

" ge membrd en 40 ml de medio 1fquido de tioglicolato ,

. repembrd dndose a las A8 ho:vas, leyendo el resulbado

a las 48 horas desyués de la resiembra. Se incuba-

ron a 3_70‘..

insolubles en agus se llevd a

cebo uns prueba adicional que consiste en sembrar

directamente en el medio de cultive de los orista=-



" loyendo s TeEuitedo = los 7 dfas despuée de lavs

I L T

~les tratados eon. oxicm de etzilieno. El annﬁenido de

’kcada una. de las bolsap se vacid an 40 ml ae medio -

ifguido de tioglicolsto, resembrando m Izs 48 horas,

siexbra. Se incubai'on a '37“@




“»_gaasémouzxpxﬁxmxnmgn
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la., Farte.— Tas criet&lizaeiones de las subs%ancias
golubles en.agua se lievaron a cabo. de acuerdo a la
siguiente técpicaﬁ 0.5 g de la substancia ge digol~
. vieron en la menor- pantided de pgue aproximadamente |
1ml. Ia solucidn se vacid en un recipiente enfrig
do exteriormente con higlo ern el que previamente se
habian ¢olocads ©.2 mi de la uaspension.de microorsa
nismon; Se procedid a agitar hasta franca cristali
hacian ¥ una vez terminada ésta, se filtrﬁ*alvwacfo‘
usando material‘eatéril r condiciones de trabajo a-

sépticas para4evi%ar'contaminacignes extrafias,

a) Las primeras oristalizaciories se hicieron con las

N s;gpignzes‘supstagaias y contaminantes:

Substanecia Contaminante
Nanitol Bacillus subtilis (esporas)
Hanitol - . Sta aphylococeus aureus

" Manitol ' Sarcina lutea
Smearosa  Bacillus subtilis (esporas)
Sacarésa'r o Stﬁ=j“1aaoeeus gureus

Sacarosa Saruina dutea



e

 Ascorbato de modio  Bacillus su’btﬁ.lis (eapoz'as)

lsta VTlococeus aureus

Ancorbato ds odio

Ascbrbata de godio  Sarcina lutea

Sulfato de.. . L
Estreptomicina Staphylococeus aureus

. Ios resuliades ds lag pruebap de esberilidad de deg -
eriben en la Tabla 1. Se menciona come proiéeaimieg

| %o uno el resultaﬁo de 13 prueba de esterilidad de
los cristalas tmtados con el gas'r éatefril‘lzanfe. ‘Elb
signo ~ indica que no Imbo deaarrollo en 103 medioss
de cultivo, es decir, gue el producto estaba estéril
¥y eil signo # gue si hubo desaml_.lo, o sea, gue el

‘pmductd .estabg cdn't:aminado, .

»".bf) Se cristalizaron 18 lotes de manitol contamina=

dos con Bacillus subtilis; los resultados de las -~

. pruebas de esterilidad se muestran en la Tabla 2.

¢) Se cristalizaron 1B lotes de manitol contamina- =~
doe con Staphylococous gureus; los resultados de las

pruebas de esterilided se muestran en la Tabla 2.
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d) S8 cristaliz&ron 18 lotes de manitol contamina_
do con Ba ing 1utea, los resultadoa geé muestran en
la Tabla 2. '

a) Se criétalizgron 18 lotes de manitol en el medio
ambiente, o sea, gue se excluyé la contaminacién ar
"~ tificial y toda precaucidn de msepsia ya que el ma-
‘teriia’i' con el gue se trabajé mo se encontraba esté-

rils los résultados se mué‘s‘bmn‘ en ‘lé Tabla 2.

£) Se hicieron tres cristalizaciones de manitol con
‘teminado con Bacillug subitilis; se utilizaron 5 gra

moe de manitol pars cada una y 2 uwl de la suspensidn
de micmoxganiﬂsmoa. Los cristales de cada una de -
las cristalizaciones se dividid en 1l porciones, con
una de las cusiss se efectud la pruedba de esterili-
ﬂad sin trstar oon Sxido de etileno y 1&3 otvas 10
se trataron én bolsas separadas con dicho gas, los
resultados &8 mussiran en la Tabla 3. Ests prueba
ge 11evé a ‘c@ibo paz‘a;ve} la ﬁp_z;odixci’bilidad“de: Ios 7
____ resultados.

2a. Parte.~ Para poder aplicar la teoria de las subs-

tancias insolubleés en agua, e8 mecesario hacer un
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estudio pr®v1o de la aceidn de 105 aolvantes sobre

i 1os micrnnrganismae por dos razones:

 a) Ebrque‘estés snhétapciag_qe':ecriatalizan en sol
ventes orgdnicos y si tienen una sccidn determinan~
te sobre los microprganismos no se podrd extender -

la tearfa a esas substancias.

.b)'?ofque para poder~aetectar~an\tira de contéminaér
'cion oclqida en.el erigtal, es necesarao su aisolu-
- oidn en‘aalventes orgénicos y'B* éatos tienen una -
‘accion.maxcada, no permitxrén.la deteceidn de la cog

taminacidn.

* Aef puds, se escogieron algunes solventes utilizados
en la cristalizacién de esteroides como son metanol,
eténol,.acetona ¥y dioxano, procediendo de acuerdo a

. 1la siguiente técnica:

“En uw tubo estéril se colocaron 10 ml del solvents:

esterilizado por filtracidn Seitz; se agregd 0.4 ml

de la suspensidn de microorganismos y cada hora Be
tomd 1 ml para sembrarlo en 80 ml de medio liquide
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de tioglicolato. El estudic se extendid por 7 horas.
 Los medios incubaron a 37° durante 7 dfas, Tos ve-

sultadba se en¢uentran en la Tabla 4.

3a. Parte.- Se eristalizd cada una de-ias substan~

ciﬁs de los cuatro solventes escogidos, contaminanw

:fh*'f"'ﬁa &n cada gasc eon Bacillus subtilis ¥ con Sarcime

lutea. La téenica utilizada para eristalizar 1las -

substannias ep la ntilizada en lag substancias solu

- bles en ngua, eggﬁ,gQQQzen-cgda ceso 4 g de la subg
 tancia y 1 ml de la suspensién de microorganismos,

‘dividiendo los eristales en 9 prociones,

- Las pruebas de esterilidad se llevaron a cabo de a-

cuerdo & 3 procedimientos:

Procedimiento 1.~ Disolucidén de los eristales gin

tratar con éxido de etileno, en 5 nl de dioxano esté
-+ pil y siembra de L ml. en 40 ml de medio liquido de

tioglicolato, ‘vesembrando & las 48 horaa, leyendo -

el resultado a los 7 dfas,

Frocedimiento 2.~ Siembra directa de 4 porciones de



i
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s

i

los oristales tratados oon éxido de etileno en 40ml
de medio lfﬁuid -da tieglicolete} reeiembrs a lae ~ —-

48 horas.

Procedimiento 3.- Disolucién de cada una de 1las o=
tras cuatro porciones en 5ml de dio&aﬁds siembra de
1 mlde la solucion en 40 ml de medio 1iquida de tio

glicolato; resiembra a las 48 horas. Los resultados :

se muegtran en,la Tabla 5.
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Tabla 1.~ Ios oristales de ascorbabo de sodic conts
ninados dofn Baeillus subtilis, Staghglacgccu aureus
¥ Sarcipa lutes, no mostraren contaminacidén ni aiin
an‘tes del tratamiento con 6xiﬂo de et:z.::am@ ]

Tios cristales de manitol contaminadbs eon M.LL‘!L.
subtilis y con Shtavhvlocoe: me,gg, *"esul'karon con
taminados ‘antes ¥y aespués del tratamiento con el gas
ea‘&eriz.ma.n‘ae., Gos cristales del manitol contamina~ -
dos eon ,‘;jarci;né‘ lutea estaban bbﬁ"aamingace antes de

seus

tratarlos con dxido de etileno, pero despuds del tra
‘tamiento zesultaron estériles.

ZTos ‘Qﬁ:ﬁfﬁgleﬁ' de sacarosa cnn“bami;nadps ‘eon Bgeillus
- subtilis ¥ con Starhylococeus mureus no presenbaron
‘contaminacidn ni sntes ni después del tratamiento con |

el éxido de etileny. Los eristales de sucarosa conta
minados con Sareins lutea amabén conteninados antes .
del frgtamiento con éxido de etileno, pero después

"~ ge suncontraron estériles,

- Los cristalass de sulfato de estreptomicine contami-
%?»‘::: Y : V
““mades gon Bacillus subtilism, mostraron contaminacidn
) | = ~§"‘;¢~;§:‘?§:"\‘:\
;t‘ﬁtzf:ttrfaz%::’z;»,:\
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, »_;an‘bes del tratamiento con dxido de 'é’tﬁ.léno,, ¥ des- '

puée de) tratamiento se encontraron eatériless — — -

Tabla 2.= Loz 18 lotes de ménitol 'éris‘ﬁali;zados -

conteaminados con Bacillus subtilis, mostraron conta

ningeidn antes del tratamiento con éxido de etileno

¥y después de dicho twatemiente la contaminacidn per

sistid en 15 de los caa_os,.

- Ips ori s’bales da ma ‘ital non'i:aminados con Star

________coccus aureus, mostravon contaminacidn en todos los T

‘casos antes y despues del tratamiento con el gas ez

Yeyilisantes - ... - .

De los cristales de menitol contauinados con .S_g:_v_c_;-*

na, lutea, los 18 lotes mostraron contaminaeidén an-

tes del tratamiento con 6xido de etileno y después

del tratamiento la coﬁtaminacién persistid en 9 Yo~

teB.

:alizar 18 lotes de manitol eén el medio am-

blente adlo 9 lotes mosiraron cnntaminacidn,an'ﬁes =
del tratamiento con 6xido d¢ etileno y después en —
ninguno de lod casos a,:pa‘recio contaminacidn.



X

t’ﬁnm}l&a‘» 3.~ TLos ‘cri:staies del primer lote de manitol
contaninados Gon BACLILES Bubtilis, sntes de travar
con éxido aéaéﬁiiénghestaban contamingdes y la cone
‘tamingeidn pewsistid en 5 de lde 10 porciomes que

g1 Be trataron con dicho gas.

 Ios cristales del sesundo lote de manitol mostraron
coptaminaciéh‘antaa'de tratar con dxide de etileno
y persistié en 4 de las 10 porciones que se traba-

" ron con e} gas eaterilizante,-

- El tercer lote de manitol did contaminado antes de
tratar con éxide de etileno y la contaminacidén per—

‘sistid en 4 de las 10 porciones trataﬂaa;>
2a, Parte

Tabla 4.~ ALl tratar la éu‘s;;ensién de Bacill@s Bub=
tilis con los cuatro solvenbes, tomando una muestra
cadd hora duranteé 7 koras se puede obsgrvar gue en

ase lapsc hubo desarrollo en todos los tubos excep~

to en el del atguolkaAiaa.7:h0ra;:

AL tratar la suapensidn de Stayhylococcus AUTBUS, =



con los cuatro solvenbes, en ningﬁn caso 86 obsarvé

’desarx‘olm. D

AL tratar‘ld suspensiéﬁV@@ . *na 1utea, con los - S
cuatro solventes uuran% ”““ﬁ se cbsarvé que  al

oabo de este tiempo seg~ e e ﬂ&garralio en.él-r

_medic de evltivo. ,‘*v‘m= Lo e
:Jga._Partg
Tabla 5.~ Dos cristalesuﬂe*bEnzaaté‘&e‘éatia6101v~,
éantaminados’con Bacillus subtilis, obtenidos en 1os ‘
ﬁenatra solventegj mostraron contamivacidn antes del o

tratamgento con dxido de et11eno. pETO des;ués del
trataniento resultaron esteriles tamto en la superu :

o Ficie cggo;gn el interior.

Tog cristales de benzoabo de éstradiel contaminadoa

con Sarcina lutea, obtenidos en Jos cuatro solven-

" %68 no mostraron contmminmcidn antes ni despuds ded - -

tratamiento con el gas esteriligante.

Los eristales de acetato de‘deenxicoificozte:nna .

contanminados con Bacillus suht&lis, obtenidos eén =



los cuatro solventes, resulteron conteminados antes
4 tratar con dxido de stilenc. Después del trate-
miénto_nb.aa\qbaarvﬁ conteminacidn superficial en
ningin caso; por ‘ailsoluéﬁiﬁn. dé los cristales se pre

tenidos en dioxano.

 Los cristales de acetato de desoxicorticosterona -
contaminados con Sarcina lutes, obtenidos en log = °
cuatro §91Y9n$esi-no mostraron contaminacidn antes
ni despuds del’ travamiento con el gas esterilizane

l te.

Tos cristales de mcetato de prednisoclona ¢ontamina-

dos con Bacillus subttilis; obbenidos en los ouatro -
‘solventen reeultaronfcontaminados antes del trafa— v
]nienio‘cnnﬂﬁzido du"etiiano.‘nespu§e~del tratamien~.
to no se preaenfé‘éﬂhﬁaiihaeiéa superficial en nin-
gin caso; por disoluridn de los cristales se presen
46 conteminacidn en un caso de los cristales obteni

dos en acetona.

Los cristeles de mcetato de predunisclona conteming-
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- .dos con Sareina lﬂ‘ﬁég? ohtanios en ge‘bgng;‘ acetona
¥ dioxanc, no mostraron contaminacidn antes de Yra-
’ tar con dxido de a't‘;ilénb. pero 8f los obt’enidoé en
etanc. Des_gu&a del tratamiento no se observd conta-

minacidn en ninglin case.

Tios rcxiatalaé a; acé%a‘-!:o de hidrocortisona contami-
nados ¢on Bacillus subtilis, obtenidos en los cua~

tro solventes resultaron contaminados antes de tratar

con dxido de stileno. Después del tratamiemto con

el gas 'n‘o se presentd contaminacidn superficial, pe
ro al disolver log cris‘balas o’bteniaos en etanol, -

ge obaarv6 non‘&aninaczén an un CREO

Ios crigtales de hidr@cortiaona contaminados con -
Sarcina lutea, obtenidos en los cuatro solventes no i
mostraron contaminacidn antés ni despuds del trata-
miento con éxido de atileno.

Tos cristales de Progesterona contaminados con Baci-

—  11us pubtiils, ODLONIdOY €N I0Y CUBLIU moLventes
moatraron contaminacidn antes del tratamiento oon §
xido de etileno. Después del iratamiento, no se pre
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eenté contaminacicn superfioial ¥ por aisoluoidn de
;I.os cristales ge obsarvd contaminacién en un €aso -
de los pbtenidos en yacetonax ¥ en un caso de los ob-

tenidcs en dloxang. .

Ios eristales de progesterona contaminalos con Sar-

- cina lutea, e}_d_agg:l_ dog en las cua'!;m golventes no -~

mos‘braron contamnacion an'hes ni después ael trata-

miento con &xido de etileno.

- Los cristales de hexahidrobenzoato de estradiol con

 %aminados con Bacillus _‘su‘i:t-i:‘._is, obtenidos en los -

euatro solventes resultaron contaminados agtéa‘ del
tratamiento con-6xido de etileno. Después del tra-
tamiento con dicho gas no se observé contaminacién

superficial en ningin caso; por disolueidn de los - -

 eristales resultaron contaminados tres casos de los

eristalizados en acetona.

Tos cristales de hexahidirobenzoats deé estradicl con,

taminados en farcine lutes, obtenidos en los cuatro

solventes no mostraron conteminacidn antes ni des—
pués dsl tratamiento con dxido de etileno.



Ios eristeles de predmisona contsminados con Baci-
ilns subtilis, oblenidos en loy cuatro sclventes

mostraron contaminacidn entes del tratamiento con -

‘ﬁ;;;av de etilenc. ,'L‘éspués del trai‘:amien%& se obs‘e’& ‘

w§ conthxﬁiﬁ&eiﬁﬁ superficial en un caso e los erig

’ tales obtenidos en acetonaj por diaoluciﬁ“n de log -
-cristales se observd contaminacidn en un caso de los

~ obbenidos en metanol y en un caso de los obtenidos

en Lé.‘tanal..

Tos cristales de pradnisona contaminados con Sarei-

pa lutea, obtenidos en metanol, acetons y dLoxeno
no mosiraren contaminacidn antes del tratamiento oon
el gas esterilizante, aélgf'ae‘ obeez-vé en un oavo oop
tamnacioﬁ s";erficial de los o‘ntenidon on stunol,

For disolucidn de los eristalea no s oheeyve con*ba

minacién en ningdn sazso.






h

. 52 .

En el caso de las substancias solubles en agua

- ‘sole se obtuvieron cristales contaminados con

esporas de Bacillus subtilis de manitol; con

$Stephylococcus aureus de menitol y de sulfato

de estreptomicinaj con Sarcina lutes de mani-
tol y sacarosa,

. A1 tratar suspensiones de microorgenismos com

‘metanol, ebanol, acetona y dioxano, en las

“condicionas del experimento, estos solventes

~‘mostraron accidn bactericida solo sobre Starhy-
* locoecus aureus, no ejerciéndola sobre Bacillus
subtilis pi sobre Sarcina lutea, aungue el Con-

3.

En el caso de las substancias insolubles en a-
gua no se obtuvieron crisfales contaminados =~
con Sarcina lutea de benzoato de estradiol, a-
cetato de desoxicorticosterona, acetato de hi-. -
drocortisona, progesterona y hexahidrohenzoeto.

_de estradiol. En unos casos si fue posible lo-

grar la contaminecidn ;1 cristalizay predniso-

ng y acetato de prednisolona.



Sg obtuvieron cristales conteminados con espo-

vas de Bacillus subtilis de benzoato de estra-

, ﬁioi, seetate de desoxicorticosterona, acetato

de prednisolona, acetato de hidrocortisona, pro-

4

gesterona, hexahidrobenzoato de estradiol y pred-

niaonag 7

él‘témaﬁb de' los cristaleés de las substancine so-
lubles en agua utilizades, no tiene relacidén apa-
rente con la contaminucidn que presentan. La for-

ma de los cristales de Ias substancias insolubles

en agua-utilizéaaa, rrobablemerte este rélacionads

con la contaminacidn obtenida.

« En el caso de las suhetancias sclubles en agus,

después de la esterilizacidn con éxide de etile-
no eu ias»condicianes de trabajo, 8¢ obtuvieron 55
lotes estériles y 57 contaminados. En el caso de
las substancias-insolubles en agua, presentaron
contaminacidn Buperficlal 2 de 224 casos; presen—
taron contaminacifn aparents incluida 10 de 224

CABOB«

6,

ILa téeniea diseﬁada, para la camprnbaciéh de la
esterilizacidn de cristales insolubles en agua,
es efectiva (pag. 27-b)
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7+ En algunos 9ﬁ§o‘s!r:p&;:g pbtensr esterilizacién
efectiva con dxido de ‘e‘,t;.il,ano‘.. €8 necesario =

cambiar lus condiciones de trabajo,
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