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1. Introduceién.

Hoy dia el uso de la penicilina en tratamientos de enfermedades de origen bacteriano es
muy comun. Aunque desde hace aproximadamente 300 afios los chinos aplicaban
hongos sobre heridas e infecciones de la piel; no fue sino hasta el afio de 1928 en el
Hospital de Santa Maria en Londres, el Dr. Alexander Fleming, descubre la produccién
de una sustancia capaz de inhibir el crecimiento de bacterias Gram (+), a partir de un
hongo (Penicillium notatum); y en el afio de 1943, durante la segunda guerra mundial,
dos investigadores Bioquimico Ernest Chain y Howard Florey comienzan la
produccion comercial de penicilina en Estados Unidos a partir de Penicillium

cqusogcnumds, 16, 17, 20y

En [a actualidad, desafortunadamente un amplio grupo de bacterias han desarrollado
parcial o total resistencia hacia ciertos tipos de penicilinas, lo que ha favorecido el
desarrollo de nuevos antibiéticos derivados de la penicilina que resultan excelentes para
el tratamiento de diversas enfermedades de origen bacteriano. Otro inconveniente que
presenta cste firmaco es el creciente nimero de personas que han desarrollado
hiperpesensibilidad. A pesar de esto, la eficacia de la penicilina en un buen niimero de
pacientes promueve o mantiene su empleo generalizado en nuestro pais motivo por el

cual la produccién ain es amplia.

Con la finalidad de evitar una potencial contaminacion cruzada y alteraciones en la
salud de los consumidores, fa industria quimico farmacéutica cumple con las reglas de
Buenas Practicas de Fabricacién (NOM-059 -SSA1-1993 y Code Federal Regulations,
Title 21, Volume 4, Parts 200 to 229, FDA). 25
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Por tal razén la Secretaria de Salud realiza auditorias a la industria farmacéutica a fin de
verificar que ésta cumpla con las normas de calidad en los procesos de fabricacidén de
medicamentos, asi como verificar la construccién de las instalaciones y garantizar la

calidad del producto.

Adicional al problema de contaminacién cruzada de medicamentos, es de vital
importancia para la industria farmacéutica proteger el medio ambiente, razén por la
cual, hoy dia, existen normas internacionales como ISO 14000 “Administracion
ambiental”, que no son de caricter obligatorio, sin embargo su cumplimiento favorece
la comercializacion de sus productos en el ambito mundial y mejora al mismo tiempo la

calidad del medio ambiente.

La expulsién de pequefias cantidades de penicilina (conocidas como trazasj al medio
ambiente por parte de la industria farmacéutica, es un factor primordial para el
desencadenamiento de reacciones adversas en el ser humano (shock anafilictico,
erupcién dérmica, etc.), pero en nuestro pais, al igual que el resto del mundo, esta

contaminacion no es regulada y no existe documentacién oficial para su control.; 3

En relacién con este dltimo punto, el presente trabajo, plantea una propuesta para
evaluar Ia eficacia del sistema de monitoreo encargado del control de la contaminacién
de tipo_quimico en una planta productora de antibidticos inyectables, fundamentindose
en la revisién bibliogrifica y en la aplicacién de técnicas analiticas que permitan la
evaluacion oportuna y asequible para la industria, ademds de garantizar la calidad de

sus productos y la calidad ambiental,

Eduardo Varges Altamirano 2




2. Objetivo.

21

2.2

Evaluar la pertinencia del procedimiento de monitoreo de contaminacion

quimica en una planta productora de antibitticos Betalictamicos.

Proponer técnicas analiticas que permitan la identificacién de trazas de

penicilina, que sean oportunas y asequibles para la industria, fundamentando su

aplicacion.

Eduvardo Vargas Atamirane 3
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3. Penicilinas,

El término antibiético se emplea para englobar a penicilinas y cefalosporinas que tienen
en comun el anillo Betalactimico, el cual puede ser hidrolizado por algunos
microorganismos capaces de sintetizar una enzima: La betalactamasa.,

Se conocen varias clases de penicilinas, distintas por su composiciéon quimica y por su
actividad. La escuela Britanica designé las tres primeras, que se reconocieron con los
nimeros 1, 2 y 3, y los norteamericanos con las letras F, G y X, respectivamente.
Siendo hasta ahora la mas frecuente Ia penicilina 2 o penicilina G de los
norteamericanos, con la cual se establecié la Unidad Internacional de Penicilina por

acuerdo de Londres en 1944 .41 25

La clasificacion de las penicilinas es compleja, se clasifican segin su modo de
obtencién: naturales, biosintéticas, semisintéticas con diferentes subgrupos o bien
destacando cualidades especiales de la accién antibacteriana. Para nuestro fin las

penicilinas las varmos a clasificar de la siguiente forma:s, 1s, 1. 26)

ler grupo: Penicilina G (estdndar)

2do grupo: Meticilina/Nafcilina-Isoxazolil penicilina (antiestafilocdcica).
3er grupo: Ampicilina-Carbenicilina ( espectro amplio)

4to grupo: Acilureido-penicilinas

Sto grupo: Amidino-penicilinas

6to grupo: Temocilina.

Eduardo Vargas Altamicano 4
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La penicilina G o Bencilpenicilina, ler grupo y el de mayor importancia, es producida
comercialmente por los hongos Penicillium notatum y Penicdlivm chrysogenum
aunque éstos, producen varios tipos mas de penicilinas. Estos compuestos son acidos
organicos fuertes muy inestables, razdn por la que los productos comerciales son las

sales de sodio, calcio, aluminio, potasio o de Procaina. s, 2

Las penicilinas son inactivas en soluciones alcalinas (hidroxido de sodio que hidroliza el
anillo Betalactamico); en soluciones 4cidas, agentes oxidantes y por accién del calor,
por tal motivo, las sales de penicilina en solucidn, son inestables por pocos dias, atn
permaneciendo en refrigeracion y a2 pH's menores de 5 y mayores de 8, presentan el

mismo comportamiento. s

La estructura basica de las penicilinas es el acido §-aminopenicilanico (6-APA), que
consiste en un anillo de tiazolidina (grupo dimetil-cisteina) con un anillo Betalactdmico

condensado y un grupo carboxilo unido a un grupo amino.q

0
WK
H HE -
”-_r CH;
N CHy
0/ Y
COOH

Fig.]1 Estructura Genera! Betaldctamicos.
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31 Penicilina Go Bcncilpenicilina.(a, 7,13,21)

Nombre guimico: [25-(2¢, a, 6P)]-3,3-Dimetil-7-oxo-6-[(Fenilacetil)amino]-4-tia-1-

azabiciclo-(3.2.0)heptano-2-acido carboxilico.

Sinénimos: Penicilina G cristalina, Penicilina G, Penicilina, Penicilina 2,

Bencilpenicilina,

Nombre comercial: Crystapen®, Falapen®, Hyasorb®, Pondets®, Selupen®, Tabilin®,

Formula Quimica Condensada: CisHsON,S

Formula Quimica Estructural: Ver la figura nimero 1, representa la estructura general

de las penicilinas, el anillo 6- APA.

Peso Molecular: 334.39

Descripcidn; Polvo fino de color blanco a ligeramente amarillo, amorfo; estable como

penicilina pura y seca.

Solubilidad: Muy soluble en agua; soluble en etanol, metanol, éter, acetato de etilo,

benceno, acetona y cloroformo; insoluble en éter de petrdleo.

Rotacidn Especifica: [c]p + 269° ( en una solucién de metanol a 20°C); (alp + 282° (en

una solucion de etanol a 20°C).

Actividad Antibiética: 1250 Ul/mg.

pH: En solucion acuosa, las penicilinas presentan un valor de pHentre 5y 7.5

Eduardo Vargas Alamirano 6
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Valor de¢ pKa: 2.74 (solucién acuosa a 3°C), 2.76 (solucién acuosa a 25°C); 4.84

(solucién etandlica 80%, 5°C).

Espectrofotometria Infrarroja (IR): A continuacién se muestran algunos cromatégramas
de espectrofotometria infrarroja de compuestos Betalactamicos, como son el acido 6

aminopenicilanico, el dcido p- Bencilpenicilinico y la sal Ampicilina Sodica.3,

La particularidad de estos cromatogramas es la presencia del registro de banda que
caracteriza a la estructura del anillo Betalactimico en la longitud de onda de 1780 cm!,

en una tableta de bromuro de potasio (1.2 mg en 300 mg).

AT e e . Mmoas oL thay
. 1
. et

o - s
IIE E e et 1 e

w N mare

Fig. 2 Infrarrojos de Productos Betalactimicos.
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Espectrofotometria Ultra Vigleta (UV): En la Figura 3, se muestra el cromatdgrama de

un compuesto Betalactimico (Penicilina G Benzatinica), obtenido a través de un

Espectrofotdmetro Zeiss®, a una longitud de onda de 263 nm. 3

Fig. 3 Espectro UV penicilina G Benzatina

La Bencilpenicilina en solucidn acuosa presenta maximos de absorcién alrededor de
263 nm y 280 nm, por tal motive el cromatdgrama que se observa en la figura 3,

describe el comportamiento de la estructura Betalactamica.

Espectroscopia de Masas: El espectrometro de masas produce particulas cargadas que
consisten del ién progenitor vy de fragmentos ionicos de la molécula criginal, y separa
estos iones de acuerdo con su proporcién de masa / carga. El siguiente ejemplo,
representa el espectro de la penicilina G Benzatinica, el cual nos sirve como principio,
para identificar el grupo Betalactamico. El espectro se elaboré en un equipo Varian Mat

311®, en ia funcién de desorcidn (corriente de calentamiento de 10— 20 mA}. 53

Eduarda Vargas Altaméirano 8
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Fig. 4 Espectro de Masas penicilina G Benzatina.

Las bandas que se observan a 570 masa atdmica, son atribuidas a Ia penicilina G +
Benzatina + H*, y las bandas que se observan a 910 masa atdmica se atribuyen a un

compuesto asociado con fa mezcla de penicilina G + Benzatina + H*.

Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear Protdnica: Al igual que los otros
métodos antes mencionados, permite la identificacién de atomos presentes en una
estructura, a partir, de un cambio en la orientaciéon del spine originado por una
radiacién. En la Figura 5, se presenta el espectro de la penicilina G Benzatinica,
obtenido en una solucion de DMF-d;, con Tetrametil silano (TMS) como sustancia de
referencia interna, utilizando un equipo de espectroscopia RMN protonica Varian EM-

390® a una frecuencia de 90MHz. 3

Fig. 5 Espectro de RMN proténica penicilina G Benzatina

Eduardo Vargas Altamirana 9



En la siguiente tabla se muestra la interpretacién del espectro RMN protonica de la
Bencilpenicilina. Dependiendo de los diferentes desplazamientos quimicos registrados
en el espectro de RMN protonica, se sabe cual es la estructura de la penicilina que se
esta analizando.

Tabla A: Interpretacion RMN

Unidad relativa (ppin) Multiplicidad | * “Intensidad * | --Awme ]
8.6 d (J=7Hz} tH -CO-NH-
7.3 m 10H Fenil-H
5.6 5 6H NHz+ H.0O
55 2d 2H Hs, Hg
4.2 s tH H;

4.1 5 2H Fenil = CHp-N
3.7 s 2H Fenil-CH,-CQO
3.2 § 2H N-CH,-CHz-N
1.6 s 3H 28-CHy
1.5 s 3H 20-CH,

‘d= doblete, s= singtlete, m= multiptete, J= constante de acoplamiento
Hasta este momento, se hace mencién de las caracteristicas fisicoquimicas de la
Bencilpenicilina, o Penicilina G; clasificada como una penicilina natural
Comercialmente no se encuentra en forma natural sino como sales de penicilina, siendo
éstas las materias primas para la elaboracién de la gran diversidad de marcas de

antibioticos que se consumen a nivel nacional.

Ahora bien, es importante mencionar las caracteristicas fisicoquimicas que presentan las
sales de penicilina, aunque su comportamiento en general sea el mismo a la penicilina
de crigen natural, pueden presentarse variaciones por la presencia de otros atomos 6

moléculas en su estructura.

Eduardp Vargas Aftamirane 10
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3.2 Propiedades Fisicoquimicas de las sales de Penicilina.

Las sales de penicilina consideradas en el presente trabajo son: la Penicilina G Procaina,
la Penicilina G Sodica y la Penicilina G Procaina Sodica 3:1, esta Gltima, por ser la
materia prima utilizada en la produccién de Hidrocilina 800®, producto elaborado en

los Laboratorios Farmacéuticos ICN Farmacéutica SA de CV.

En la tabla B, se describen algunas propiedades fisicoquimicas de las sales de

penicilina.q,g,7,11, 12,13, 15,21, 9

Estas propiedades son consideradas como las mas importantes para la elaboracion de
este trabajo, ya que nos permiten fundamentar la utilizacién de las técnicas analiticas

que se emplean para la identificacién de la Penicilina G, como agente contaminante.

Es necesario hacer mencién de que la mezcla de penicilina G Procaina sodica 3:1, es
una mezcla especial, considerada como producto no farmacopéico por lo que las
especificaciones vy propiedades fisicoquimicas, se basan en calculos tedricos de

composicion molecular.g,

Eduardo Vargas Alramirana 11



Propiedad Fisico - f - Pénicilina G Procaina Stdica
Quimica - T k. '
4-tia-azabiciclo-(3,2,0)heptano-
2-4cido carboxilico-3,3-dimetil- | . - Representa una mezcla de las
7.0x0-6-((Fenitacetiamino)- (26-[1i2-1-azabiciclo{(3,2 Ojheptanod' 4 ' 0 g0 beniciling por lo
: P-icido carboxilico-3,3-dimeril- 74 -
Nombre Quimico | (2a,5¢,6p)-,compuesto con 2- . i que su nombre quimico es el
L . oxo-6-{{fenilacetil)amino}-(25-
(dietilamino)etil p- (2, 501,68)sal monosbdica nombre de cada una de las
amincbenzoato{1:1) +3Ch sales.
monchidratado
Formula Quimica CrHygN1O,5 » C)3HyN, O, » Presenta la formula quimica
Condensada X CieHyyN;NaOS de ambas sales.
Formul J
Qouriil‘?c: LW Presenta la formula quimica
Estructural . v estryctural de ambas sales

Peso Molecular

588.72

356.38

2122.54

Cristales de metanol-agua
hemimorfos; polvo blanco

Cristales de Metanol-acetato de

Polvo Manco o ligeramente
amariliento, con olor

Descripcion cristalino, con olor c:l] 00 agua~n-;b utanolétdcﬁ;:glgr caracteristioo libre de
caracteristico. ANCO, CON Olor Caracte particulas extrafias
.. [Muy soluble en agua, soluciorny
Muy soluble en agua, solucién N . e
salina isoténica y solucién de salina m?téril?l ¥ mhl!mé; ;ie
. glucosa; soluble en alcohol glut_:OSA, soluble £ 21CON0k,
Un gramo se disuelve en glicero’l otros alcoho[es, glicerol y otros alcoholes
Solubilidad 250mL de agua, en 30mL de . '0’; Pricticamente primarios; Pricticamente
alcohol, 60mL de cloroformo. pnimaros, cues insoluble en acetona, éter,
insoluble en acetona, éter, CHCL,. acetato de etilo
CHC,, acetato de etilo y amilo; amilo, i,r;solubie en aoeitt::'r
inscluble en aceites y petrolato. ! y
petrolato.
PH 5.0- 7.5 ensolucién acuosa. | 5.5-6.5 ensolucién acuosa. { 5.0 - 7.5 en solucién acuosa,
Densidad 1.255-1.256 g/mL 141 g/mL 0.30-0.40 g/mL
Rotacién Sptica +173 (en solzuf::_:é);'n deMe,COal 44" (enagua a 24.8°C). No se determina.
Punto de Fusidn 106-110C 215C No s¢ determina

Mdximos de Absorcior)
uv

290 nm (g, 777)

252 (g, 300), 258.6 (g, 240) v
264.4 nm (g, 180),

Entre 250 - 290 nm..

Actividad Antibidtica

1000 UL/mg

2100 Ul/mg

1027 - 1082 Ul/mg

Tabla B. Propiedades Fisicas y Quimicas de sales de penicilina.

Eduardv Vargas Altaméirang 12
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4. Métodos Analiticos para determinar Penicilina (Betalactamicos).
Existen gran nimero de métodos analiticos para la deteccidn, cuantificacion e

identificacion de penicilina, a continuacion se mencionan algunas caracteristicas y la

metodologia que sigue cada método,

“Método Analitico Formeto analiicode | gengriigag - | Tiempo de Andlisis | Costo
. L Medicién :
Valoracion yodométrica Cuantitativo 2000 Ul/mL 360 min/ muestra | H++++
Cromatografia en capa delgada| Cualitativo o identificacién 80 Ul/mL 60 min/ muestra +++
Cromatografia de alta W s .
resolucion Cuantitativo Alia sensibilidad 17 min/ muestra ++++
Espectrofatometria UV Cuantitative y Cualitativo E2UI/mL 30 min/ muestra +++
Espectrofotometria IR, Cualitativo o identificacion Alea sensibilidad 15 min/ muesma +++
Método Colarimétrico Cualitative o identificacién Baja sensibilidad 10 min/ muestra ++
Métodos Microbiolégicos Cuantitativos y Cualitativos 0.03-0.8 Ul/mL 1440 min/ muestra | +++++
Charm SL Beta Lactam Test | Cuantitativo ¥ Cualitativo 5 ppb 8 min/ muestra +++++

Tabla C. Comparacién de Métodos Analiticos para determinar trazas de penicilina.

4.1 Valoracién yodométrica. La penicilina es un antibidtico que posee en sy

composicién quimica un anillo Betalactimico, esta molécula como tal, no
consume yodo, pero si el anillo se abre por medio de una reaccién de hidrolisis
alcalina o con penicilinasa, se obtiene el icido penicildico, molécula capaz de
consumir yodo. La diferencia en el consumo de yodo antes y después de la

hidrolisis es proporcional a la cantidad de antibidtico presente en la muestra. ;33

Es un método cuantitativo, especifico para la Penicilina G sédica y Penicilina G
Procaina, su sensibilidad no es amplia (2000 Ul/mL} ¥ no se tiene documentacion

donde se demuestre mayor sensibilidad; su costo es elevado debido al niimero de

Eduarde Vargas Altamirano 13
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reactivos que se emplean, el tiempo de analisis que se destina a una valoracion es
alto, por lo que no es aplicable como primer eleccién, sino como método

alternativo.

Para lograr resuitados reproducibles es importante conceder gran atencién a los
detalles del procedimiento, tales como: proteger las soluciones de yodo de la luz,
asegurar tiempos de reaccion idénticos para el blanco y la muestra, concentracién

de las soluciones y pH de las mismas.

La siguiente ecuaci6én ejemplifica la reaccién que se lleva a cabo durante un ensayo
yodomeétrico.,

.8 ‘Alcali o Penicilinasa - B :
R(_:tJNll—l':ll—*(’:Il G, ey RCOUNI—CH-CH {(CHy),

O=C—w-N=- - CGH—COOH (=t NIf ---CH—CoOH
GH

I, + 2Na,S.0, —_— Na,S,0; + 2Nal
Fig. 6 Reaccion de Hidrolisis, valoracién Yodométrico.
El método consiste en tener una solucién estandar ¥ una solucién problerna, ambas
a una concentracion de 2000 UI/mL, disueltas en solucién reguladora de fosfatos
pH=6.0, cuidar mucho de ésta condicién. A partir de estas soluciones se toman
alicuotas de 2 mL que son depositddas en un matraz yodométrico; un matraz
representa la muestra hidrolizada, y otro matraz representa un blanco; la muestra
hidrolizada se trabaja de la siguiente forma: se adicionan 2 mL de solucién de
hidréxido de sodio 1 N, y se deja reposar por 15 minutos, durante este periodo
ocurre la hidrélisis alealina, una vez transcurrido el tiempa, se adicionan
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exactamente 2 mL de sofucién de dcido clorhidrico 1.2 N para detener la reaccion
de hidrolisis y obtener un valor de pH aproximado a 1.0; posteriormente se
adicionan 10 mL de solucién de yodo 0.01 N y se deja reposar por 15 minutos
protegido de la luz, durante este periodo, el dcido penicildico atrapa el yodo
presente en el medio de reaccién, una vez concluidos los 15 minutos, se procede a
valorar con solucién de tiosulfato de sodio (Na,S:0;) 0.01 N el yodo que no fue
atrapado por el acide penicildico; se utiliza come indicador solucién de almidén
para determinar el punto final de la valoracion. Para la solucidn blanco, el
procedimiento es el mismo sélo que, no se lleva a cabo la hidrélisis alcalina, por
consiguiente el yodo que se agrega inicialmente es el yodo que se valora con la
solucién de tiosulfato, y el volumen consumido de éste va a ser similar al volumen
de yodo que se adiciond. Efectuar el mismo procedimiento para la solucién
estdndar de concentracion similar a la muestra problema; Realizar los siguientes
célculds:
* Contenido de penicilina G sédica: Determine el factor F en unidades equivalentes a cada mL

de solucién 0.01N de tiosulfato de sodio consumido.

F = P(Wref /B ref-5)
Donde:
P es la potencia de la sustancia de referencia en U/mg

Wref es el peso en miligramos de penicilina G en los 2 mL titulados

Bref son los mL de solucidn 0.01N de tiosulfato de sodio gastados en el blanco de referencia de
penicilina G

S son los mL de solucién 0.01N de tiosulfato de sodio gastados en la titulaciéon de la
preparaci6n de referencia de penicilina G
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+ Calcule las UI de penicilina G por mL (U):
U = X(Bma-M)F
Donde:
Bm son los mL de solucién 0.01N de tiosulfato de sodio gastados en el blanco de la muestra
M son los mL de solucién 0.01N de tiosulfato de sodio gastados en la titulacion de la muestra

X es el factor de dilucién de la muestra

Corrija el valor de penicilina G sédica restando el valor de penicilina G procaina obtenidas por
el método de UV

¢ Contenido de penicilina G procaina; Para calcular el contenido de penicilina G total en
Ul/mL, sumar el valor obtenido en esta valoracién, al valor obtenido en penicilina G sédica

sin correccion.,

4.2 Cromatografia: Método que consiste en la separacion fisica de componentes de
una mezcla y en la identificacién de algunos de ellos, basado en la interaccién
selectiva de las especies con el sistema de separacion. En el presente trabzjo, se
hace referencia a dos variedades, Cromatografia en capa delgada (CCD) y

Cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC).qe

Cromatografia capa delgada (CCDY: método cualitativo en el cual los componentes
de una mezcla se separan sobre una fase estacionaria (silica Gel) por donde es
eluido un disolvente (fase mévil) con propiedades especificas como polaridad. Es
un método bastante rapido, especifico, asequible a la industria por el niamero
reducido de materiales que se emplean, el tiempo destinado en un analisis por este
método es bajo, sOlo se utiliza como método de identificacidén, aunque puede

realizarse una cuantificacion. La sensibilidad del método es aproximadamente de
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80 UI/ml, cualidad que permite identificar pequefias cantidades del orden de

miligramos de penicilina.g;,

El procedimiento es sencillo, consiste en correr en una placa de silica gel, en
carriles separados, el estandar de penicilina G sodica y penicilina G Procaina,
ambas disueltas en etanol, v en otro carril aplicar la muestra a evalvar; colocar la
placa en una cimara de elucion previamente saturada de una mezcla de
disolventes (acetona-metanol) y dejar eluir. Revelar la placa y observar las
manchas obtenidas de la muestra, las cuales deben corresponder en tamafio, color

y Rf a los estindares de penicilina.

Cromatografia de alta resolucion (HPLC); Al igual que la CCD, la Cromatografia
de alta resolucion, es un método de separacion e identificacién cuantitativo, en
donde se tiene una fase estacionaria denominada columna y una fase movil
(solvente o mezcla de solventes con polaridad conocida); sélo que a diferencia de
las demas variedades de cromatografia, en esté la fase mévil es inyectada en la fase
estacionaria a una presion y una velocidad de flujo tal, que permite la separacién y
cuantificacion de los componentes de Ia mezcla con alta sensibilidad vy
especificidad, caracteristicas que hacen de este método, un ideal para la
determinacién de pequefias cantidades de penicilina. Es un método farmacopéico,
rapido, confiable y reproducible, ademéds de ser un método costeable a Ia

industria.(l,m

La cuantificacion se lieva a cabo por comparacion de las dreas de los picos de la
solucion problema y de la solucién estindar.
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El procedimiento que se sigue en HPLC es el siguiente:

Condiciones cromatograficas:

Columna HP Lichrospher 100 RP-18®, 5 micras, 250 x 4 mm.

Fase mévil de solucion reguladora de fosfatos: acetonitrilo 1:1, pH 7.2.
Volumen de inyeccién 20 pL.

Flujo de 1.75 mL/min.

Longitud de onda 235 nm y 215 nm.

Tiempos de retencion:

0.0 - 2.9 min. 235 nm
2.9-6.6 min. 215 nm
6.5 - 17 min. 235 nm

Tiempo aproximado de corrida 17 minutos.

Proceder a inyectar el estindar de Penicilina G Procaina y la muestra problema al
cromatdgrafo, los picos de la muestra deben corresponder en tiempo de retencion a

los picos del estandar. Realizar los siguientes calculos:

* Pureza o potencia en U/mg.

(Am/Asty x (Wst/Wm) x Pst

Donde:

Am es el 4rea de penicilina G en-la muestra

Ast es el 4rea promedio de penicilina G en el estandar
Wst s el peso, en mg, del estandar

Wm es el peso, en mg, de la muestra

Pst es la pureza o potencia del esténdar en U/mg
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4.3 Métodos espectrofotométricos. Los métodos espectrofotométricos se basan en la

interaccion de la radiaci6n electromagnética con la materia. El espectro
electromagnético (EMR) se divide en la siguiente gama de longitudes de onda:
rayos gamma, rayos X, ultravioleta, visible, infrarrojo, microondas y ondas
radioeléctricas. Las interacciones electromagnéticas con la materia provocan ia
absorcion o emision de energia (EMR) a través de la transicion de los electrones
entre niveles cuanticos o discretos de energia, vibraciones de enlace, rotaciones
moleculares y transicién de electrones entre orbitales de atomos y moléculas; todas
estas interacciones tienen lugar en instrurnentos denominados espectrometros o
espectrofotometros. Los espectros generados en esos equipos se graban
graficamente o fotograficamente en espectrogramas o espectrografos, que permiten
el estudio de la longitud de onda y la intensidad de la radiacion absorbida o

emitida por la muestra analizada.go 0

La absorcion espectrofotométrica en las gamas visible y ultravioleta del espectro
electromagnético es un método espectral cuantitativo, comun para sustancias
organicas e inorgénicas. Con esta técnica se mide la transparencia relativa de una
solucion, antes y después de hacerla reaccionar con un reactivo que produce color.
La disminucién que se produce en la transparencia de la soluci6n es proporcional a
la concentracion del compuesto analizado. Es un método sensible, cualitativo o
cuantitativo segin la aplicacién, especifico, ripido y muestra resultados en

periados cortos de tiempo.
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Método de espectrofotometria UY - Visible, utilizado para cuantificar la penicilina

G Procaina, es un método farmacopéico que consiste en lo siguiente:

Se realiza una curva de calibracién de Clorhidrato de Procaina USP con las
siguientes concentraciones: 1.2 Ul/mL, 2.4 Ul/mL, 3.6 Ul/mL, 4.8 Ul/mL,
6.0UI/mL, cada concentracién es tratada con solucién de acido clorhidrico 4 N;
en periodos de 2 minutos, se adiciona 1 mL de solucién de nitrito de sodio al 0.1%,
0.5 mL de solucién de sulfamato de amonio al 0.5% y 1 mL de diclorhidrato de N-
{1-naftil) etilendiamina al 0.1% solucién, llevar al aforo con agua y obtener el valor
de absorbancia en la region visible a una longitud de onda de 550 nm, utilizar una
celda de lem y ajustar con una solucidn blanco, previamente tratada de igual
forma. Trazar una curva con las lecturas de absorbancia contra el valor de
concentracién. Leer bajo las mismas condiciones la muestra e interpolar el valor de

absorbancia para reportar el valor de concentracién en UL/mL.

Las desventajas del método se presentan en la inestabilidad de la reaccion que se
Heva a cabo y de los reactivos empleados (preparar el dia de uso), motivos por los
cuales, no resulta confiable; presenta buena sensibilidad (1.2 U/mL) y el tiempo

de andlisis empleado es corto. Clasificado como método alternativo.

Espectrofotometria de absi)rcién infrarroja, es adecuada para' analisis de
compuestos organicos, pues los enlaces alquenos, ésteres, alcoholes Y otros grupos
funcionales tienen fuerzas muy diferentes y absorben la radiacién de infrarrojo en
una gran variedad de frecuencias o energias. Esta absorcién se refleja en el

espectrografo en forma de picos. Este método solo es empleado para identificacion,
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no es recomendable para cuantificacién, ya que no se cobtienen picos especificos
para cada componente de una mezcla, sdlo se obtienen picos para grupos
funcionales. Posee alta sensibilidad y especificidad para identificacién ademas de

ser un método bastante rapido. g

Aunado a las ventajas mencionadas, el procedimiento gue sigue un andlisis por
infrarrojo es sencillo. Existen distintas técnicas para manipular una muestra, sin
embargo, la preparacion de éstas, se basa en el criterio del quimico, que aplicard la

técnica adecuada para obtener la informacidn deseada.

Muestras s6lidas. Para las muestras sélidas existen los siguientes procedimientos:
» Obtencion de pelicula.
+ Fusidn o suspension en un liquido viscoso.

¢ Dispersién en una pastilla de cloruro de sodio, bromuro de potasio o

yoduro de cesio.

Muestras liquidas. Las muestras liquidas puras pueden prepararse de la signiente

manecra:
e Preparacién de Peliculas.
» En solucién.

La mayoria de las muestras que se someten al analisis cualitativo en el infrarrojo

son liquidos puros o soluciones de sdlidos, liquidos y gases. Para liquidos puros, a
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menudo es suficiente una gota depositada entre las celdas de NaCl, KBr o Csl,
para obtener un buen espectro que permita la interpretacién de los grupos

funcionales.

Las principales ventajas de trabajar con soluciones, facilidad de preparacion de las
muestras, uniformidad de dispersién del soluto y posibilidad de fijar la

concentracién y espesor de la celda.

En un analisis cualitativo de trazas de penicilina, se emplea la técnica de muestras
liquidas en solucion, por lo que el procedimiento resulta ser bastante rapido,
confiable, buena sensibilidad y especificidad, considerado como un método

alternativo.

4.4 Meétodo Colorimétrico. Existen métodos en donde, las moléculas al combinarse
con otra molécula producen una coloracién en el medio de reaccién como ocurre
en las reacciones enzimaticas, Las penicilinas también presentan una reaccién
colorida; basada en el vire de un indicador dcido - base (rojo neutro), después de la
hidrélisis enzimatica (Penicilinasa) del anillo Betalactdmico presente en la

estructura de la penicilina.

Durante el analisis, el medio de reaccién presenta un valor de pH=6.0, al adicionar
el indicador se observa de color rojo; su rango de vire es de pH 6.8 a 8.0 (pasa de
color Rojo a color Amarillo). Al agregar aproximadamente 2 gotas de una solucion
de hidroxido de sodio 0.1 M, se observa un vire en el color del indicador (naranja),

inmediatamente después de adicionar 1 mL de solucién de Penicilinasa con
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1ULevi, se percibe nuevamente un vire en el medio de reaccién ( de color naranja

a color rojo intenso); esto confirma la presencia de penicilina.

La penicilinasa, es la enzima encargada de llevar a cabo la hidrélisis del anillo
Betalactimico, generando 4cido penicildico, el cual, acidifica el medio de reaccion

dando como resultado el vire del indicador acido - base.

Las limitaciones de este método son: baja sensibilidad (1 mg de penicilina/mL),
presencia de falsos positivos, debido a que la penicilinasa se encuentra en una
solucion reguladora de fosfatos pH=6.0 lo que puede generar ¢l vire del indicador
¥, 8610 es un método cualitativo, su principal ventaja es que puede utilizarse como

prueba presuntiva para detectar presencia de trazas de penicilina.

4.5 Métodos Microbiologicos. Los métodos microbiologicos més utilizados para
cuantificar la potencia de los antibi6ticos son: el método de cilindro placa y el
método turbidimétrico. Ambos métodos estan aprobados por la USP y la FEUM,
para el presente trabajo, se realizan algunas modificaciones en el procedimiento de

los métodos, pero estds no afectan el fundamento de la determinacidn.gs, 14,22, 299

Ambos métodos emplean aproximadamente 24 horas para mostrar resultados,
motivo que resulta ser una limitante para su aplicacién en un andlisis de
determinacion de trazas de penicilina, ya que debe darse un resuitado rapido y

confiable que garantice el control en el monitoreo de la contaminacién

La cantidad de material que se emplea en un andlisis por ambos métodos es

numeroso, y adicional a estas limitaciones, se debe contar con cepas de
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microorganismos recientes. Pero no todo son desventajas, ambos métodos poseen
una sensibilidad alta (0,03 Ul/mL a 0.8 Ul/mL cilindro placa), pueden ser
utilizados cuantitativamente y/o cualitativamente, muestran resultados confiables

por lo que son considerados como métodos también alternos.

El método cilindro placa: Se basa en la difusion radial del antibidtico desde un
punto de aplicacion, a través de una superficie de agar inoculado con un
microorganismo adecuado ( Staphyococcus aureus ATCC 6538-P, Micrococcus
Juteus ATCC 9341). Esta difusidén origina zonas de inhibicién de crecimiento del
microorganismo, cuyo didmetro, posterior a un tratamiento estadistico, esta en

funcidn a la concentracion del antibiético.

En el método de cilindro placa se realizan diluciones de un estandar de penicilina
G Potasica que representan puntos de referencia para cuantificar la concentracion
de penicilina que esta presente en las muestras analizadas. Estas diluciones van de
una concentracion de 0.03 Ul/mL hasta 0.8 Ul/mL (curva de estandarizacion) de
ahi se deriva la sensibilidad del método; Con estas soluciones se llenan los cilindros
de acero inoxidable que fueron previamente colocados en las cajas petri que
contiener medio Antibidtico N°11 (medio base) y medio semilla con el
microorganismo de prueba (también medio Antibidtico N°11). Llenar 2 cilindros
con solucién estindar (punto medio de Ia curva de estandarizacion), 2 con muestra
y 2 con muestra mas Penicilinasa, realizar por triplicado para cada muestra,
incubar las cajas petri 18 a 24 horas, medir las zonas de inhibicion con ayuda de un

vernier o0 medidor de halos para posteriormente, realizar el tratamiento estadistico
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y obtener las unidades de penicilina presente en las muestras. El motivo de utilizar
Penicilinasa en el método es demostrar la ausencia de agentes quimicos distintos a
la penicilina, responsables de inhibir el crecimiento del microorganismo prueba,
por lo que, si un cilindro que contenga solucién reguladora con penicilinasa y
muestra problema presenta halo de inhibicion, indica la presencia de un agente
quimico distinto al de interés. El método puede solo ser utilizado de forma

cualitativa, evitindose asi, realizar diluciones del estandar de penicilina.

Se debe tener cuidado en la preparacién de las diluciones del estindar, ya que
representa un punto critico en la obtencién de resultados precisos y exactos. El
método cilindro placa hasta hace algunos afios era considerado como el método de
eleccidén para deteccion de trazas de penicilina, pero la tecnologia ha rcbasa;:lo las
expectativas ya que en la actualidad se encuentran disponibles “kits” comerciales o
pruebas rapidas para deteccidn de antibioticos, las cuales desplazan poco a poco
este método. No obstante algunas empresas lo siguen empleando debido a que su
costo, a pesar de todas las limitaciones ya mencionadas, sigue siendo menor a un

método enzimatico.

El método turbidimétrico: Se realiza en un medio de cultivo liquido, previamente
inoculado con el microorganismo adecuado, adicionando concentraciones
crecientes del antibidtico. Después del periode de incubacién, se determina la
turbiedad producida por el crecimiento microbiano, la cual es inversamente
proporcional a la concentracion del antibidtico. Este método, por experiencia

propia, no es recomendable para determinar trazas de penicilina, debido a las
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pequefias concentraciones de antibidtico que se encuentra en las muestras y no se

logran percibir resultados favorables.

Pruebas répidas para la deteccion de antibidticos.qs

La presencia de trazas de penicilina en productos farmacéuticos representa un
riesgo a la salud del consumidor; la deteccién oportuna de contaminacion es vital
en la industria farmacéutica, por lo que se han implementado técnicas analiticas

para determinarla.

También en la industria alimenticia, especialmente en licteos, detectar trazas de
penicilina es importante; a diferencia de la industria farmacéutica, en licteos la
determinacion de penicilina se realiza por medio de “Kits” o pruebas ripidas de

laboratorio que presentan resultados confiables, y en poco tiempo (15 minutos).z

Las pruebas rdpidas de laboratorio se fundamentan en reacciones enzimdticas, lo
cual les confiere una sensibilidad alta, aunque su costo es elevado, no es
significativo por el tiempo empleado en la determinacién (horas hombre invertidas
y tiempo para presentar resultados), cantidad de reactivos empleados y nimero de
determinaciones realizadas, ventajas que hacen de estos métodos los de primera
eleccion en la determinacién de trazas de penicilina en la industria farmacéutica y

alimentaria.
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Comercialmente existen pruebas como: prueba SNAP®, prueba Lac Tek®, Charm
Bacillus sterothermophilus®, prueba Charm Farm®, prueba Brilliant Black
reduction® y Charm SL Test®, todas aprobadas por U.S Food Administration

Center for Veterinary Medicine.

Las pruebas rapidas inicialmente fueron disefiadas para detectar penicilina en leche
y productos derivados; pero se han realizado validaciones para demostrar que las
pruebas rapidas también son empleadas en la deteccién de penicilina en sangre, en
superficies expuestas y productos farmacéuticos, confirmando su alta sensibilidad,
selectividad para la determinacién de antibi6ticos y confiabilidad en los resultados

Obtcnidos.m

Prucba SNAP®, es un ensayo inmunologico de enzima receptor, determina
residuos de Penicilina G, Amoxicilina, Ampicilina Ceftiofur y Cefapirina con una
sensibilidad de 5 ppb (partes por billén) de penicilina G con una exactitud del 90-
95% y 5-10% de presentar resultados falsos. Es una prueba aprobada por la FDA
para su uso en productos lacteos, en la industria farmacéutica su uso es de caracter

interno, avalada con la aprobacién de la FDA.

Ventajas como la no-reactividad cruzada con otros farmacos ( a 50 ppb la
Cloxacilina, Dicloxacilina, Ticarcilina y Cefadroxil no presentan reactividad
cruzada), el corto periodo de tiempo empleado en la prueba y su alta sensibilidad,

hacen de la prueba SNAP aplicable en la deteccién de trazas de penicilina.
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La metodologia que sigue la prueba es sencilla, el “Kit" cuenta con un dispositivo

SNAP®, tubo para muestra con reactivo de color y una pipeta dosificadora.

Fig. 7 Componentes del Kit SNAP®

Se colocan las muestras previamente homogeneizadas con el reactivo de color en el
dispositivo SNAP®, se incuban a 45°C + 5°C durante 9 minutos, tiempo en que
transcurre la reaccidn enzimética, posteriormente se observan los resultados
visuales o en lector. Las muestras se deben leer inmediatamente o los resultados

son invalidados.

Fig. 8 Metodologia pnzeba SNAP®

/

/
+ '
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1. Incubar el dispositive y tubo SNAP® 2. Adicionar la muestra 3. Activar y leer.

Desventajas de la prueba SNAP® son: presencia de reaccion cruzada con ciertos
firmacos a concentracicnes de 100 ppm (Sulfadiazina, Sulfanilamida,
Tetraciclinas, Oxitetraciclinas, Clorotetraciclinas, Gentamicina, Estreptomicina,
Eritromicina, Dipirona entre otros), reaccion cruzada con productos que
contengan enzimas en su formulactdn, su costo y su disponibilidad comercial,
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Prueba Charm Safe Level Beta - Lactam® (aprobada por la FDA Center for
Veterinary Medicines en mayo de 1999, por el Executive Committee of the
National Commission of Interstate Milk Ciprés v AOAC-RI) es una prueba

disefiada para la deteccion de Amoxicilina, Ampicilina, Ceftiofur, Cefapirina y

Penicilina G en leche cruda de bovino.gs, 3n

Presenta una sensibilidad a productos Betaldctamicos por debajo de los niveles de

tolerancia/seguridad estipulados por la FDA

Firmaco | Sensibilidad Charmfooky | Nivel sepuro FDA (prb) -,
Amxddlina 56 10
Anpidiina 85 10
Ceftiofur 46 50
Cefapirina 13.7 20
Pericilina G 36 5
CQloxacilina * 10

Tabla D. Sensibilidad a fAirmacos Betalictamicos Charm SL test®

La prueba Charm SL Beta Lactam®, es una prueba con receptores que utiliza la

tecnologia ROSA (Rapid One Step Assay) o ensayo en un solo paso.

Fig. 9 Dispositivo Charm SL Test§

El método es un inmunoensayo de flujo lateral que utiliza oro coleidal como

particula detector y se realiza en un solo paso. La prueba utiliza un receptor
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bacteriano cuya sensibilidad ha sido ajustada de su actividad biolégica natural. De
este modo detecta de una manera mds precisa las concentraciones determinadas

como seguras o0 tolerantes.

El disefio del ensayo SL ROSA es apropiado para detectar antibidticos
Betalactamicos con un rango reducido de positivos no violatorios que suelen

presentarse en las pruebas hipersensibles.

La metodologia que se sigue es sencilla, es de un solo paso porque a diferencia de
la prueba SNAP®, en Charm SL Test® solo se realiza una incubacidn. En la

siguiente figura se puede apreciar.

Fig. 10 Metodologia Charm SL Test®

1 Despegue la cinta protectora de la tira hasta la marca
de color blanco.

2 Adicione lentamente por un costado del compartimento
de la muestra 300uL. Cierre el incubador ROSA, ¢ incube
por un periodo de 8min. + 2 min, 56 + 1°C.

3 Retire la tira del incubador después del periodo de
incubacidn.

4 Leer visualmente ¥ reportar, Verifique que la tira es
valida,
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Los receptores con afinidad para Betalactamicos son unidos a particulas visibles
{oro coloidal). Los receptores son colocados en una tira de soporte s6lido y se
hacen méviles al ser rehidratados con la muestra. El complejo muestra-receptor
fluye de manera lateral a través de la tira mientras cualquier betalactamico presente
en la muestra se une a los receptores. La fase movil atraviesa la linea de prueba (T)
donde un conjugado betalactimico y el receptor microbiano sin reaccionar se unen
para formar una linea de color rojo (T). Los receptores sin unir contintan su flujo
hasta la linea control ( C) donde se encuentran fijados anticuerpos antireceptores

que al unirse a éstos forman una linea de color rojo.

La interpretacion de los resultados puede ser de forma visual o por medio de un
lector automatizado (medicion de la intensidad de color); de forma visual una linea
de prueba (T) igual 0 mas obscura que la linea control { C) indica una prueba
negativa ya que existe una cantidad insuficiente de antibiotico betalactimico que

compita por los sitios de unidn en la linea T.

NEGATIVES
™y £y

o st o
=4 oy = p—
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C
C

Contbaal livie
]

)
w
=
<
m
(7]

I

Lot Line

Fig. 11 Interpretacion visuai Charm SL Test®
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Una linea control { C} mas obscura o igual que ia linea de prueba (T) indica que
cxiste en la muestra una cantidad suficiente de antibitico para competir por los

sitios de unidén con receptor en la linea T.

La tira puede ser introducida en el lector ROSA, el cual en 5 segundos compara la
obscuridad/densidad de las dos lineas formadas y proporciona una interpretacion

(positivo/negativo).

Fig. 12 Lector para tiras Charm SL test®

Sus ventajas son: detecta 5 antibidticos Betaldctamicos de los 6 regulados; alta
sensibilidad y especificidad; es una prueba que se realiza en un solo paso; tiempo
de duracidn de 8.5 minutos; el resultade permanece estable hasta 24 horas después
de haber realizado la prueba; uso de lector (resultado numérico); cuantificable; el
disefio del dispositivo requiere poco espacio  para su almacenamiento
(optimizacién de espacios de refrigeracién) y su costo es equivalente a un ensayo

de cilindro placa por lo que es un método asequible y seguro para la industria.
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5. PROCEDIMIENTO
NORMALIZADO DE OPERACION
PARA LA DETECCION DE TRAZAS
DE PENICILINA EN LA PLANTA
BETALACTAMICA.



e ——————————————— e ———————

1. OBJETIVO:

Describir la metodologia a seguir al evaluar Ia ausencia de trazas de penicilina en el
exterior de la planta Betalactimica.

2, ALCANCE:

Este procedimiento aplica a toda superficie externa de la planta Betalactimica y al
sistema de alta contencidn.

Este procedimiento involucra las dreas de:
= Control Bioldgico
+ Planta Betalactdmica

» Area de mantenimiento

3. POLITICA:

Por lineamientos internos, de acuerdo a la NOM-059 -SSA1-1993 y Code Federal
Regulations, Title 21, Volume 4, Parts 200 to 229, FDA,; es de caracter obligatorio
verificar la ausencia de trazas de penicilina en el exterior de la planta Betalactamica.

4. RESPONSABILIDADES:

Es responsabilidad del Jefe de Control Biologico, actualizar, divulgar y mantener
vigente este procedimiento, asi como vigilar su seguimiento.

Es responsabilidad del Quimico Analista seguir este procedimiento.
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5. DEFINICIONES:

Traza de penicilina: Es la minima cantidad de penicilina que es detectada sobre una
superficie y/o producto.

6. MATERIALES Y /O EQUIPO:
e His6pos estériles
¢ Vasos de precipitados 150 mL estéril
¢ Tubos de ensayo de 22 x 150 mm estériles
* Solucion reguladora de fosfato de potasio pH=6.0 estéril { Solucién A)
¢ Pipetas seroldgicas estériles 10 mL
¢ Polipipetas 300 pL.
* Dispositivo o kit Charm SL Beta-lactama Test®
» Muestreador de aire (RCS air sample Biotest Hycon®)
» Tiras de agar soya tripticaseina para muestreador de aire (Pro-biotec®)
s Crondmetro
e Agitador eléctrico (vortex)
s Gradilla
¢ Guantes de litex
¢ Cofia, cubre boca, bata de algodén

+ Germicida en uso
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7. FLUJOGRAMA:

7.1 Muestreo de superficies externas:

. 12) Se realiza accidn comectiva
1} Colocar 20 ml de solucibn nmediata®
A. en un wbo de ensavo

2) Impregnar un hisopo estéril
de solucidbn A, frotar la
superficie con el hisopo, cn un
drea de 20 x 20 cm

11) Proceder
desde €l paso
Nl

3} Regresar el hisopo al tubo de 7) Resuliade
£nsayo ¢ identificar ta mucstra, Negativa,

L1 mucsta puede
puardarse en|
refrigeracién pot no

mis de 24 horas, de| €
ser mayor ¢l tiempo)
de  refrigeracion,
volver a obtener 1a
muesira.

10) Realizar unm  segundo
v muestres

4) Agitar el twbo de ensaye en
un vortex, a mix, velocidad,
por espacic de 1 min., para
homogenizar la muestra.

9] Resultade
Calentar el Positivo.
incubador
ROSA del
Charm SL >
test®, a 55

t1°C.

A\ 4

5) Colocar la tira reactiva
Charm  SL test®, en el
incubador y adicionar 300uL de!

con unz polipipeta; >
oemrar ¢l incubador y activar el
crondmerro por 8 min, + 2min.
mix.

6) Transcurrido el
tiempo de
incubacién, retirar
la tira y leer de
forma visual
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7.2 Muestreo del sistema de Alta Contencion:

1) Se realiza accidn correctiva
inmediata*

C) Transcurrido el tempo,
sacar la tira del muestreadoer de
aire y lavarla con 20mL de
solucién A.

| E) Resultado Negativo

Recibir la solucién

G} Resultado Positive
B) Muestrear ¢l aire que s
A con la que se lava >

texpulsado por un periodo de 8
I}  Proceder
desde el inciso
A.
la tira en un vaso de

min, con ¢l Biotest Hycon®
precipitados esiéril H) Rrealizar un segundo
muestreo

D) Proseguir come
se indica en el pasc
N°5 de muestro de

superficies externas.

G} Resultado Positive

Y

‘ E} Resultado Negativo }
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8. PROCEDIMIENTO:

3.1 Toma de muestras en superficies externas.

8.1.1 Colocar 20 ml de solucién reguladora de fosfato de potasio pH=6.0
previamente estéril (121°C, 15Ib/in®, antoclave Sterfs®) en un tubo de
ensayo de 22 x 150 mm estéril (Solucién A).

8.1.2 Impregnar en la solucion A, un hisopo de esponja previamente estéril
y frotar la superficie a muestrear en un 4rea de 20 x 20 c¢m
aproximadamente, regresar el hisopo al tubo de ensayo e identificar.

8.1.3 Agitar el tubo de ensayo conteniendo el hisopo en un vortex a maxima
velocidad por espacio de I minuto para homogenizar la muestra.

8.14 Colocar la tira reactiva Charm SL Test en el incubador y adicionar
300 pL de muestra en la cavidad de Ia tira con ayuda de la polipipeta,
cerrar el incubador y accionar el crondmetro. Dejar incubar 1a muestra
por un periodo de 8 min. + 2 min. miximo.

8.1.5 Transcurrido el pericdo de incubacidn, retirar la tira del incubador y
leer de forma visual el resultado.

8.1.6 Siel resultado es negativo, proceder a reportar la ausencia de trazas de
penicilina en las areas evaluadas; si el resultado es positivo, realizar un
segundo muestreo para descartar posibles falsos positivos.

8.1.7 Si realizado el segundo muestreo se presenta un resultado positivo,
implementar accion correctiva inmediata por parte del responsable de
la planta Betalactamica. La accion correctiva inmediata consiste en
lavar con solucion de hidréxide de sodio al 2% y enjuagar con
abundante agua por lo menos tres veces toda aquella superficie
contaminada. La inactivacion de superficies puede también realizarse
con solucion de penicilinasa (10,000U/mL) o con solucién germicida
de cidex ( Glutaraldehido 5%).
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Toma de muestras en el sistema de Alta Contencidn

8.2.1 Colocar una tira de agar soya tripticaseina marca Pro-biotec®, en el
muestreador de aire Biotest Hycon air sample®.

8.2.2 Muestrear por un periodo de 8 minutos el aire expulsado a través del
sistema de alta contencidn de la planta Betalactimica con ayuda del
equipo Brotest.

8.2.3 Transcurrido el tiempo de muestreo, retirar la tira del equipo Brofesty
lavarla con 20 mL de solucion A, recibir la solucién de lavado en un
vaso de precipitados de 150 mL estéril.

8.2.4 Proceder como se indica en el punto 8.1.4 de muestrec de superficies
externas.

8.2.5 Si el resultado es negativo, proceder a reportar la ausencia de trazas de
penicilina en las areas evaluadas; si el resultado es positivo, realizar un
segundo muestreo para descartar posibles falsos positivos.

8.2.6 Si realizado el segundo muestreo se presenta un resultado positivo,
implementar accién correctiva inmediata por parte del responsable de
la planta Betalactdmica. La accidn correctiva inmediata en el sistema
de alta contencion dependerid de la decision del responsable de la
planta Betalactimica, el cual emitird un reporte informando la fecha
en la cual podra realizarse otro muestreo.

8.2.7 La trampa de aceite perteneciente al sistema de alta contencion, se
muestrea con el método de superficies externas.

Posiciones y Frecuencia de muestreo de trazas de penicilina en la planta
Betalactamica

En ¢l Anexo 1, se mencionan las posiciones y la frecuencia de muestreo de
trazas de penicilina.

El muestreo se realiza en superficies externas y en el sistema de alta
contencién de la planta Betalactimica, ubicado en la parte superior del
edificio C de los Laboratorios ICN Farmacéutica SA de CV® planta Ermita.
Localizados en: Avenida Ermita Iztapalapa Nimero 436. Colonia
Mexicaltzingo, Delegacion Iztapalapa. Zona Oriente, Ciudad de México.
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9. REFERENCIAS:

9.1 Revision de procedimientos para la deteccidén de penicilina.,, Gordon
G.Carter., Centro Nacional de Analisis de Antibi6ticos, Bureau of Drugs,,
Noviembre 1977., Pags. 119-137.

9.2 Charm Sciences inc. Charm Rosa Technology®., Manual del operador.
http://www.charm.com

10. ANEXOS:

Total de Anexos 3.

TERMINA DOCUMENTO
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ANEXO 1

Punto de muestreo Frecuencia
Pasillo 1 Frente al edificio 1 vez por mes
. Costado derecho del edificio
Pasillo 2 1 vez por mes
Pasillo 3 Costado izquierdo del edificio 1 vez por mes
Pasillo 4 Salida emergencia comedor 1 vez por mes
Pasillo 1, entrada vy salida de
Esclusa 1 \ 1 vez por mes
materiales
Pasillo 2, enfrada y salida de -
Esclusa 3 , 1 vez por mes
materiales
Entrada y salida de materiales
Esclusa 5 1 vez por mes
comedor
Parte superior del edificic
Esclusa 6 pe et 1 vez por mes
. Sistema de alta contencién,
Trampa de aceite 1 vez por mes

parte superior det edificio

Expulsor de aire 3

Sisterna de alta contencicn,
parte superior del edificic

1 vez por mes

Expulsor de aire 4

Sistemna de alta contencién,
parte supericr det edificio

1 vez por mes

Expulsor de aire 5

Sisterna de alta contencién,
costado esclusa 2

1 vez por mes

Expulsor de aire 5

Sistema de alta contencién,
pasillo 4 zona comedor

1 vez por mes

Tabla E. Puntos y frecuencia de muestreo
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6. RESULTADOS.

A continuacion se muestran los resultados obtenidos en el muestreo anual de la planta
Betalactamica. Durante los meses de Enero a Octubre del afio 2000, el analisis se realizé
por método SNAP®, en los meses de Noviembre y Diciembre a la fecha, el analisis se

realiza por método Charm SL Test®.

Todos los resultados mostrados, son autorizados por el Laboratorio Farmacéutico ICN

Farmacéutica S.A. de C.V,

En los puntos de muestreo, donde el resultado fue positivo, se realizd una accion
correctiva inmediata, consistid en desactivar las superficies contaminadas con solucion

de hidroxido de sodio {sosa) al 2%.

La frecuencia y puntos de muestreo se especifican en el procedimiento normal de
operacion, ambos fueron asignados por el departamento de control microbiologico,

basados en normas internas del laboratorio.
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7 ANALISIS DE RESULTADOS

En el siguiente histograma se observan los puntos de muestro que resultaron con
presencia de trazas de penicilina, lo cual indica contaminacién de tipe quimico en ei

exterior de la planta Betalactamica.

-]

Puntos de muestrzo Positivos

Fig. 15 Histograma: resultados de trazas de penicilina

Durante los meses de octubre a diciembre, la presencia de trazas de penicilina en las
superficies exteriores de la planta Betalactamica se incrementd, lo que puede criginar un

severo problema de contaminacién cruzada y ambiental.

En los meses anteriores, se puede suponer la presencia de trazas de penicilina, pero no
fue detectada la contaminacién debido a la sensibilidad del método analitico utilizado

para su determinacion ( falsos negativos).

Las posibles causas que estan originando la contaminacion en la planta Betalactamica, se

muestran en el siguiente diagrama de causa y efecto.

Euduondo Vargay ditamerane 1.
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8. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

La evaluacion del sistema de control de la contaminacién ambiental de la planta
Betalactimica, nos permite verificar e! seguimiento de las Buenas Praclicas de

Fabricacién.

Los resultados nos muestran que la planta Betalactamica presenta contaminacion de
penicilina en su exterior, por lo que es indispensable determinar la causa raiz del

problema para erradicarlo.

Evaluando integralmente la informacion obtenida, se proponen las siguientes

recomendaciones:

1. Impartir cursos de capacitacion al personal que labora en la planta Betalactamica
acerca de Buenas Practicas de Fabricacién y temas relacionados con calidad y
administracion ambiental. El personal capacitado podrd colaborar efectivamente en la

prevencidn de la contaminacion.

2. Establecer un programa de seguimiento de las Buenas Practicas de Fabricacion, en

particular del personal que esporadicamente acceda a la planta Betalactamica.

3. Establecer un programa de desactivacion de superficies externas contaminadas, que
considere el empleo de agentes desactivantes no toxicos y se de seguimiento al

mismo.
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4. Desactive el agua residual de limpieza de la planta Betalactamica, no desechar
directamente al drenaje, tampoco lavar las superficies externas de la planta con esta
agua. Construir una trampa para el agua residual en donde se lleve a cabo la

desactivacion y posteriormente deseche al drenaje.

5. Restringir el paso del personal ajeno a la planta Betalactamica (pasillos exteriores) a
fin de evitar el arrastre de contaminacién hacia otras superficies y areas no

betalactamicas,

6. Construir un laboratorio de control de calidad en donde se realicen todas las pruebas
fisicoquimicas de los productos Betalactamicos; evitar el llevar muestras de analisis a

otros departamentos que no pertenecen al area Betalactamica,

7. Verificar periédicamente el funcionamiento de esclusas; limitar su uso, el flujo de
personal y de materiales. Documentar fechas de mantenimiento y verificacion de las

mismas.

8. Es necesario construir esclusas que permitan el flujo de materiales y de personal por
el interior de la planta, ningun material que se encuentre en el interior de la planta,

debe salir de la misma, en caso de que asi sea, debera ser desactivado antes de salir,

s A e
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9.

12,

Evaluar y calificar periddicamente el sistema de alta contencidén de la planta
Betalactamica. Verificar que los filtros de inyeccion y extraccién de aire, sean los
adecuados y estén cumpliendo con su funcion. Es necesario llevar un registro de
fechas de calificacibn y mantenimiento del sistema. Todo cambio o desviacion en el

sistema de alta contencion debera ser documentado y evaluado posteriormente.

. Modificar los puntos de muestreo, considerando como puntos criticos aquellos donde

el flujo de materiales y de personal es concurrido. La frecuencia de muestrec debe ser
aquella que permita demostrar la eficiencia del sistema de control de la
contaminacién; los resultados obtenidos deben ser representativos de la ausencia de

trazas de penicilina.

. Proveer a la planta con equipo de trabajo suficiente, para evitar el tener que llevarlos

al exterior de 1a misma ( montacargas, contenedores, tarimas, etc).

Aplicar una metodologia analitica que permita determinar y obtener con un alto grado
de sensibilidad y confiabilidad resultados, basindose en este punto, se recomienda
aplicar metodologias asequibles y oportunas a la industria, por lo que el método de
Charm SL Test® es el método de eleccion, y como prueba alternativa para la
determinacion de trazas de penicilina, el método de espectroscopia Infrarroja, permite
determinar de forma répida, confiable y precisa la presencia de trazas de penicilina.
Conocer el fundamento de varias metodologias analiticas, permiten al analista elegir

la que mas se adecue a sus necesidades.
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